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I N T R O D Ü C C I O N T E O R I C A
Una enzima inmovilizada podrfa definirse como aquella que, por 
un camino u otro, se encuentra constrenida dentro de los confines 
limitados de un soporte.
La inmovilizacion se ha de llevar a cabo en un soporte o ma- 
triz insoluble, en su superficie,en su interior. Cada forma de in­
movilizacion va a tener sus ventajas y sus inconvenientes al exis- 
tir una diferencia en el proceso de difusion del sustrato hacia la 
enzima segun esté inmovilizada en el interior o en el exterior del 
soporte, lo que va a traducirse en una conducts cinetica diferente. 
Las enzimas inmovilizadas pueden tener una serie de ventajas sobre 
las solubles, si esa variacién de la conducta cinetica puede ser apro 
vechada convenientemente.
La velocidad de reaccién de una enzima inmovilizada va a depen 
der como en las solubles de unas condiciones operacionales taies c^ 
mot Temperatura, pli, composicién del sustrato^ presencia de inhibi­
dores. Pero ademés de estos nos vamos a encontrar con otros més es- 
peclficos de la inmovilizacién como: Tamano del soporte, durabili- 
dad de este éltimo, limitaciones difusionales, etc.
La cantidad de enzima que se pueda unir al soporte va 3 estar 
influenciada por varias causas, taies como: Area aprovechable del 
portador, di^etro del poro y tratamiento proporcionado a la super; 
ficie antes de la inmovilizacxén y el posible efecto estérico. La 
vida media de esta enzima unida al soporte, como en el caso de la 
soluble, va a depender primeramente, de la naturaleza de la propia 
enzima, de su solubilidad, de la presencia de inhibidores, de la 
estabilidad respecte al pH y a la temperatura y ya particularmente 
més dirigido a las enzima s inmovilizadas, dependeré de la naturaljg 
za del soporte, de su durabilidad y estabilidad a las condiciones 
de incubacién y almacenamiento.
Respecte a los factores que podrfan influir sobre la activi­
dad de la enzima inmovilizada podrlamos cibar a la presién que el 
sustrato ejerce al pasar por la columna, esté a su vez afectado 
por la viscosidad, velocidad, temperatura, tamano, forma de la par 
ticula y empaquetamiento de la columna.
Las enzimas inmovilizadas van a tener una serie de ventajas so 
bre las solubles, entre las que podrfamos destacar una capacidad de 
uso mayor, ya que bastaré con retirar la enzima inmovilizada al fi 
nalizar el proceso de catalisis y recoger el producto de la reac- 
cidn con alto grado de pureza libre de enzima, lo que no ocurrlrla 
si el proceso se hubiese verificado con la enzima en solucién, Al 
poder usar la enzima inmovilizada repetidas veces se abaratarxa el 
coste de utilizacién de las enzimas para diverses procesos en que 
es necesaria su presencia* El proceso de inmovilizacién puede dar 
lugar a estabilizar a las enzimas hacia factores externes taies 
como pH, temperatura, almacenamiento y presencia de sustrato y a 
la preparacién de sistemas multienziméticos.
La mayor parte de las enzimas inmovilizadas exiben una con­
ducta cinêtica alterada respecto a la que pudiera tener las enzi­
mas solubles (•). Normalmente las actividades decreeen. Esto pue— 
de deberse a varias causas, una de ellas serfa el cambio conforma 
cional de la estructura de la enzima durante el proceso de inmovi. 
lizacién, otra porque tiene diferente entorno despuês de la inmovi 
lizacién y otra por defectos difusionales debido a que el sustra­
to debe de difundir primeramente sobre la superficie del soporte o 
en su interior y después ser captados por la enzima.
Una consideracién en el uso de la enzima inmovilizada es la 
capacidad de retencién en condiciones de almacenamiento y uso. Si
la velocidad de la reaccién esté limitada por efectos difusionales, 
hay un aparente incremento del perxodo de vida media de la enzima 
inmovilizada (. 2 ). Este incremento en la estabilidad puede encontraj; 
se en concentraciones bajas de sustrato en actividades enzimâticas 
altas, cuando las dimensiones del soporte sean grandes,
Puede haber un cambio de actividad de las enzimas inmoviliza­
das con respecto de las solubles, habiéndose encontrado casos en 
que la Km % aparente es més al ta, respecto a la enzima soluble, en 
la glucoamilasa inmovilizada en carbén activo ( â )j més baja en ami 
nocilasa inmovilizada en DEAE celulosa 6 en DEAE Sephadex, y sin 
variacién en la fosfatasa écida y fosfoglucomutasa inmovilizada en 
silicagel (4 ).
A veces se ha producido por parte de la enzima inmovilizada 
un cambio en la especificidad del sustrato relative a la enzima so 
lubie (s). Respecto de la accién de los inhibidores también han mo^ 
trado cambios sustanciaies en la accién sobre las enzimas, bien in 
crementando esa inlaibicién como en la glucoamilasa (, « ) ,{7, ) por par
te del acetato de mercurio, 6 presentando una mayor resistencia co 
mo en la fructofuranosidasa hacia el acetato de mercurio. Con otro 
agente desnaturalizante como la urea puede haber por el contrario 
una activacién de la enzima inmovilizada que podrla ser debido a que 
la urea convertiria la estructura rfgida del complejo en otra mis 
eléstica y por eso se producxa la activacién, este caso se da con 
la aminociclasa en DEAE Sephadex 6 DEAE celulosa ( « ) (9).
Pero el empleo de las enzimas también va a presenter una serie 
de desventajas entre otras debemos de significar: a) Su coste, la 
inraovilizacién, a parte del costo del proceso enzimético en sdt, va 
a crear otros, debido al soporte, al ligando, âl propio proceso de 
inmovllizacién y al proceso de utilizacién de la enzima que al ser 
més complejo es raés caro. b) La pérdida de actividad por parte de 
la enzima inmovilizada es otro de los problemas muy a tener en cuen 
ta, ya que la pérdida de la actividad puede ser muy elevada. c) Co­
mo ya hemos dicho anteriormente los procesos enziméticos que se 
realizan con las enzimas inmovilizadas son ninciio més complejos por 
necesitarse otra tecnologla, y en muchos casos con gran especificJL 
dad para cada uno. d) Se pueden producir problemas al ser el sopoi; 
te téxico, por ejemplo, los geles de acrilamida, normalmente este 
soporte no es usado en procesos de transformacién para los alimentes 
y e) Sélo se puede aplicar cuando los sustratos estén en solucién.
Soportes empleados para la inmovllizacién de las enzimas»
Estos soportes se van a utilizar para unir primero el ligando 
y después la enzima correspondiente. Los soportes que se han em— 
pleado normalmente para la inmovllizacién han sido de la siguiente 
naturaleza; a) Polisacéridos, b) Soportes 3norgénicos, c) Proteinas 
fibrosas, d) Polimeros sintéticos, e) Hidrogeles, f) Fibras huecas, 
g) Cêlulas de la sangre. Algunos de estos soportes pueden usarse 
para constrenir la enzima dentro de ellos.
a) Polisacéridos« Muy utilizados, actûan principalmente por adsor— 
cién, como ejemplos podemos citar la produccién de la L amino éci— 
dos en Japén utilizando como soporte para las enzimas proteoliticas 
el DEAE Sephadex ( ,9 , jj ), La celulosa es otro soporte muy emplea 
do, como lo es también la celulosa en la que han sido sustituidos
ciertos grupos hidroxflicos por grupos dietil aminados (DEAE), por 
grupos carboximetllicos que van a producir un cambio acfdico débil 
mientras que en el primero el cambio que se va a producir va a ser 
bcîsico débil, El DEAE celulosa se ha empleado para la glucosa iso- 
merasa (12 ,13 » U  ) •
Otro polisacérido muy usado por tener una estabilidad bastante 
grande a los cambios de pH y resistente a la contaminacién microbia 
na va a ser la quitina. Se ha empleado para unir glucosa isomerasa 
(15 ), glucoamilasa (n) por simple adsorcién, requiriendo un tra­
tamiento previo para eliminar el carbonaro célcico que le acompafta. 
Se ha modificado el soporte mediante su reaccién con el glutaral— 
dehfdo y sobre él se han inmovilizado lactasa, fosfatasa écida, 
quimiotripsina (1 7), glucoamilasa (n.)*
b) Soportes inorgénicos. Son muy empleados ya que tiene unas cara^ 
terfsticas muy favorables entre las que se pueden citar; a) Estab^ 
lidad estructural a diverses pH, presiones y temperaturas, b) Opti 
mas cualidades para los reactores de flujo c) Inerte ante los ata- 
ques de microorganismos é de enzimas d) Fécil adaptabilidad a tama. 
flos y forma de las particulas, e) Ghan capacidad de regeneracién.
Las formas de inmovilizacién de las enzimas al soporte pueden 
hacerse mediante adsorcién é por enlace covalente. El primero en uti.
lizar esta clase de soportes fué Weetall (n , 19 )• El vidrio poroso
é el modificado han sido unos soportes nuv utilizados en la inmovi 
lizacién de las enzimas (1 9, .30 21%, 2 2 )* El vidrio se puede
activar mediante el alqui1 amino silano y mediante las uniones ca^
boimidaj la tiourea, azo y reactivos polimerizantes como glutaral- 
dehido y polietilenimina se pueden unir las macromoléculas, pero
este sistema tiene un inconvénients y es que se puede destruir a un 
pll 7, aunque para pallarlo se recubre con ôxido de zirconio* Utiles 
son también «1 titanio, 6xido de titanio activado con 5 amino salicl 
lico, Scido tânico ( 23).
Otro soporte empleado ha sido arena porosa pudiendo inmovilizar 
por ejemplo ureasa, alcohol deshidrogenasa ( 2 4 ),jg -galactosidasa (25 ) 
pudiéndclo recubrir para la protecclén por el mismo método anterior* 
Mallas de niquel se ha utilizado para inmovilizar mediante enlace co 
valente la glucosa oxidasa (2 5)* El 6x1 do de laicpiel recubierto de s£ 
lice 6 «rlutaraldehldo han sido utilizados para la inmovllizacién (.2s)
(27 , 2> ‘)è La cerémica porosa, alâmina de poro controlado se ha ut^ 
lizado como soporte para la glucosa Isomerasa (29 , 3o )*
c) Proteinas fibrosas*
Por la forma estructural que tierten de microfibrillas y las ca 
vidades que dlsponen, las hacen bastante ventajosas para la inmovi- 
lizacién de las enzimas* Otras ventajas son la poca resistencia a la* 
difusién del sustrato y por su estructura interna, una potencial c^ 
pacidad de inmovllizacién muy grande, ademâs de una marcada estabilidad*
Uno de los soportes utilizados es el colageno (3 1 ) que une a 
las enzimas mediante una formacién de mallas con uniones no covalen 
tes y también con posibles uniones aniénicas mediante las fuerzas 
de Van de-Walls ( 32 , 33 )
e) Resinas fenélicas*
Una résina producida mediante la reaccién del fenol y del for— 
maldchldo (ES 762) ha sido empleada con muy buenos resultados como
soporte de diverses enzimas (34, 35 , 3g, 37),
Como hemos vlsto en otros casos la adicién de glutaraldehldo 
va a producir una mayor retencién de la actividad enzimâtica, ade- 
més la retenciôn es répida a temperatura ambiente, Una de las ven9 
tajas es que la enzima puede ser reraovida por el tratamiento de la 
résina por una solucién âcida 6 bâsica y as! de esta manera poder 
adsorberse una nueva enzima al soporte. Esta résina ha sido utiliza 
da para inmovilizar amilasa (at ), lactasa ( 34. , ïs), tripsina, glu- 
curonidasa y otras enzimas. Résinas de intercambio aniénico han sido 
utiliaadas como soporte para la inmovllizacién de invertasa (3s), 
glucosa isomerasa y aspartasa (ig). Taies complejos con invertasa 
y lactasa son enzimâticamente activos, si es activado con glutaral- 
dehldo.
e) Hidrogeles
El método de entramparoiento por un gel es otro de los métodos 
m&s utilizado hoy en dla. La inmovllizacién se realiza mediante una 
reaccién de entrecruzamiento cléàica estando la enzima en el inte­
rior de la red formadao Una de las redes més usadas es la resultan 
te de la polimerizacién de la N-N-Metilen acril— amida* La inmovili- 
zacién mediante entrampamiento esté reviséndose continuamente, més 
concretamente la inmovllizacién con acrilamida ha sido y es muy uti 
llzada. En estos soportes hay que tener en cuenta la fuerza mecéni 
ca y el tamaho de la red résultante para que pueda pasar las molé- 
culas del sustrato, Otros geles que se han probado son los formados 
con el 2 hldroxi etil metil acrilato (3@) 6 con monémeros y pollme 
ros como la N vinil pitrolidona, Otro ejemplo clésico de gel es el 
gel de alraidén, El primer enzima que se inmovilizé en este gel fué
la collnesterasa (4 0 ) (4 1) Bernfeld y Wan fueron los primeros en usar 
los geles de policarilamida utilizando para inmovilizar glucosa oxi­
dasa, catalasa, lacticodeshidrogenasa entre otras enzimas. Mediante 
este sistema, acoplando reacciones tanto de enzimas inmovilizadas co 
mo de sustratos inmovilizados, tienen una aplicacién muy grande en 
clinica para las déterminaclones de parémetros bioqufmicos.(42 )
f) Fibras sintéticas.
Estos soportes nos ofrecen muchas ventajas como sistema para in 
movilizar enzimas con una gran aplicacién en la industria del alimen 
to, Hay dos tipos de mécanismes, uno con fibras isotrépicas que son 
normalmente fibras de celulosa y otras anisétropas que no son fibras 
celulésicas. Las isotrépicas son homogéneas y permiten el fécil paso 
de un soluto O de un solvente de un extremo a otro de la fibra. En­
tre las anisotrépicas, que no estén hechas de celulosa, pueden estar 
formadas de cloruro de vlnilo y poliacrilnitrilo. En las fibras iso- 
trépicas la inmovllizacién va a consistir en un constrenimiento de 
una enzima en solucién entre la regién porosa de las fobras» En es— 
tos sistemas se han hecho célculos mateméticos para la produccién 
de modèles teéricos, desarrolladas por Waterland. (43)
Con estos sistemas se han inmovilizado glucosa isomerasa (44) 
galactosidasa, invertasa ( 4S). El problema es que la vida media de 
la enzima inmovilizada es igual a la de la soluble,
Otra fibra muy usada es la del Nylon traténdole con Me SO4 y 
activéndolo con un radical como pudiera ser poli (amino écido) é po 
liaminaj de esta manera se han logrado inmovilizar enzimas como la 
lactato dehydrogenasa (44). Otra de las fibras que estén uséndose mu 
cho es el téflén (47),
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g) Células de la sangre como soporte
Una de las células més empleadas ha sido el hematfe bajo dos 
formas diferentes; una de ellas es como transpOftador de la enzima 
en el interior del mismo y la otra como transportador de la enzima 
en su superficie externa. El hematfe puede ser un buen transportador 
de una enzima deterninada para realizar una terapia por reemplazamien 
to, El hematxe puede llevar a los lisosomas las enzimas y all£ pro­
ducir un almacenamiento lisosomal 6 también podrxa utilizarse para 
que la enzima vaya actuando cuando esté en circulacién por el orga­
nisme, Normalmente los hematies que han sido utilizados como vehicu 
lo han sido vaciados de su contenido interior (<s) • Esto fué a raiz 
de unas observaciones que se hicieron al comprobar que sustancias 
de gran peso molecular podian pasar por los poros como es el caso de 
la ferritina, hemoglobina, dextranos (*9 ) (so ) {51 ) (sî), etc*, y 
entonces supusieron que a su vez también podrian entrar moléculas 
grandes como las enzimas. En cuanto al sustrato, se ha visto que el 
hematie es muy impermeable a muchas sustancias excepto a unas pocas 
como las purinas, écido urico, glucosa, aminoécidos; se ha compro- 
bado que para poder entrar van a necesitar de la presencia de un poi; 
tador proteinico para facilitar la difusiéni# Una desventaja entonces 
que podrxa tener este sistema es la poca accesibilidad del sustra­
to hasta el enzima.
Para la utilizacién del hematie como portador de enzimas en su 
membrana se han utilizado esta célula pero después de haber sido so 
metida a t ratamientos con reactivos mercuriales, suifxdrilos y glu- 
taraldchi (lo. Receientement e esté referido en la Ixteratura la uti- 
lizaciori Un hematies tratados con reactivos mercuriales y suifidrili 
COs para ! a inmovilizacxén de a amilasa con fines médxcos (S3) , Un 
problema r; te se plantea en el uso de este soporte para fines médicos
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en el organisme es conocer su proceso de eliminaci6n. Se ha comprobado 
que les hematles sometidos a la acciôn de réactives mercuriales y sul- 
fidrllices han mostrade una preferencia en les dos cases hacia el bazo 
e hfgade ( 5 4 ) segun condicienes. El hematie tratado cen el glutaralde- 
h£do parece tener una gran exclusividad per el higado, aunque este pue 
de ser debide a un mayor flujo per parte de la sangre hacia este 6rga- 
no, este hace pensar en el use de estes tianspurtadores para la tera- 
pia bien en el hfgade o en el bazo; en el case concrete de les hepato­
mas, per estar muy irrigades, tienen una facilidad de que le llegue el 
portador cen su enzima (ss). Les hepatomas Fagocitarfan al hematfe cen 
la enzima inmevilizada. Esta enzima pudiera ser una preteelftica, neu- 
reamidlnasa, glucecerebresidasa cerne terapia para la enfermedad de 
Gauchers (si ), (57),
La etra célula que ha side empleada come posible pertador de enzi 
mas es el trombecite, consiguiéndese la i.nmovilizacién de diversas enzj. 
mas cerne son la glucosa isemerasa, peroxidasa, arginasa. Estas cAlulas 
parecen tener una mayor capacidad de inmovilizacién que les hematfes (St)
Caracterfsticas del seporte ideal.
El seporte insoluble deberfa tener una constituci6n peresa para 
permitir una entrada y salida homegénea de las macremoléculas. El grade 
de porosidad es muy importante para un Flujo eFicaz y ademâs para impe 
dir una acumulacidn de las macromeléculas dentro de la matriz.
Las partfculas del soporte deberfan de ser rfgidas y de forma es- 
férica, ya que las partfculas, al ser sustancias de baja velecidad dé 
difusiôn, el equilibrio se logra muche mJs F^cilmente cen partfculas 
apropiadas. Estas deberfan de ser uniformes y esfëricas ya que si ne 
el equilibrio de difusi6n se retardarfa y se atenuarfa. Habrfa una me­
ner resistencia al flujo cuande las partfculas
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del lecho fueran de forma alargada y tendrlan que poseer una rigi— 
dez adecuada para evitar deformaciones debidas a la presidn hidros- 
t^tica requerida para generar un flujo de ifquido capaz de atrave— 
sar el lecho.
No deberfan de tener interacciones qufmicas con las sustancias 
que se van a unir pudiendo asf minimizar la adsorciôn no especffica. 
Un contenido bajo de grupos i6nicos es esencial para evitar los efejc 
tos de cambio i6nico, particular mente cuando la cromatograf f a est,& 
preformada con un bajo contenido de fuerza i6nica, Asf mismo, debe­
rf an tener una estabilidad tanto mecânica como qufmica; la resisten 
cia mecânica es muy importante para las condiciones del acoplamien 
to con el ligando seleccionado y su posterior uni6n con la macromo 
lêcula correspondiente. Una gran estabilidad respecto a los cambios 
de pH y temperatura y a ser posible el evitar crecimiento de micro- 
or ganismos son tambiên modificaciones muy importantes.
Y por ultimo para poder realizar una cromatograffa de afinidad 
deberân poseer grupos funcionales que puedan ser activados 6 modifi 
cados. Las formas y composiciones mâs convenientes de los soportes 
insolubles han sido modificados a conveniencia por un gran n&nero 
de autores (sS, t»’, «I ) .
Problemas asociados con el soporte.
a) Macroambiente 6 efectos de exclusion del soporte.
Cuando un ligando espec/fico es inmovilizado en un soporte, la 
porosidad del lecho, como hemos visto anteriormente, puede determi- 
nar la accesibilidad del ligando hacia las interacciones con sus pro 
tefnas complementaria, Este es el efecto de exclusion del soporte que
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gobierna la concentraci6n de ligando efectivo, Por ejemplo, la con— 
centraci6n del ligando libre aprovechable a unir a la macromolécula 
y de este modo determiner la conducts del sistema bajo las condicio 
nés operacionales« Asf de esta manera la inmovilizacién del ligando 
especffico en un soporte de baja porosidad puede impedir la accès!— 
bilidad del ligando que une y de esta forma la efectividad del adso^ 
bente résultante también baja,
b) Microamblente 6 efectos estéricos.
Independientemente de la porosidad del material del soporte el 
ligando affn es acoplado al soporte rfgido, la interacciôn con la 
protefna complernentaria en este caso la enzima al colocar podrfa 
estar estëricamente obstaculizada al estar el ligando colocado en el 
extreme de una larga cadena. (#a ,9 3).
c) Tamado de las moléculas.
La importancia de interponer una cadena carbonada entre el li— 
gando y la matriz est5 muy justifieado ya que se ha comprobado la 
ineficacia de adsorbente comprimido, por ejemplo, el D metil éster 
triptdfano unido directamente a la agarosa, tiene una menor efica- 
cia al intenter purificar la a quimotripsina (bb), que el mismo ligan 
do unido a una cadena hexametilen, Ahora debemos hacer dos conside 
raciones resepcto a esa cadena 6 brazo separadorj una es la longitud 
en la cual se muestra una maxima eficacia por parte del adsorbente 
y la otra es si por su naturaleza pudiera interaccionar con el li­
gando produciendo efectos no deseables.
14
d) Longitud del brazo separador»
Se ha aceptado que un puente conteniendo un mfnimo de 4 a 6 
(•3) grupos metilenos deben de ser interpuestos entre el ligando y 
el soporte para producir ima interacci6n 6ptima con la enzima; sin 
embargo, Cuatrecasas considéra que se obtienen mejores resultados 
cuando se sitâa entre 2 y 12 (**) 6 entre 2 y 8 segdn Lowe («.s) • Di 
versos autores han comprobado im pequeno incremento en la fuerza de 
interaccidn al aumentar la longitud del brazo separador.
e) Naturaleza del espaciador.
Anteriormente el componente mâs empleado como hemos visto era 
una cadena metilénica con terminales provistos de puntos de unidn 
al soporte y al ligando con el espaciador ademds de provocar efectos 
estéricos se acentua la posible adsorciôn no especffica (>•) , Las po 
sibles interacciones pueden contribuir a la tensiôn de la uniôn en­
tre un ligando inmovilizado y la macromolécula complementaria de es 
ta forma suplementar a las que estén envueltas en el reconocimiento 
del ligando. Este "compuesto" de afinidad puede ir en detrimento de 
la eficacia de un adsorbente bioespecffico. Para evitar estos proble 
mas se han ideado cadenas mâs hidrofflicas (»%) interponiendo grupos 
polares taies como un grupo amino secundario, hidroxflico, péptidico 
a la largo de la cadena para romper los enclaves hidrofôbicos. En a^ 
gunos casos, un cwidadoso control y de los efectos especfficos y no 
especfficos puede ofrecer considerables ventajas en la erradieaciôn 
de efectos no especfficos.
Los sesquipéptidos de glicina también han sido interpuestos en 
tre el ligando y el soporte. (si ) aunque los resultados no han si do
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muy esperanzadores; se han utilizado grupos como la N - glicil - 
glicina <5 N(N glicil — glicil ) glicina en uniôn amîdica a la glu 
cosamina y a su vez a la Sepharose 4 B, pero también ha resultado 
ineficaz al intentar inmovilizar a la glucokinasa hepética, mien— 
tras que igual derivado acoplado a la 6 amino hexanoato résulté 
eficaz para inmovilizar las enzimas (**).
e) Problemas asociados con el brazo separador.
Aparté de los problemas que estén producidos por la longitud 
de la cadena puente y por su naturaleza, tenemos que tener en cuen 
ta la naturaleza del ligando. Se ha sugerido que al ser grande, la Ion 
gitud efectiva del separador pueden unirse ligandos hidrofôbicos a 
los mismos y dar unos malos resultados (bi ), De acuerdo con esto, es 
preferible que la cadena puente sea hidrofflica, ademés la longitud 
ôptima conveniente podrfa variar segun el ligando 6 segun la enzima 
a la que se va a unir como por ejemplo, para un lactato deshidroge 
nasa, la longitud del brazo es de 0*8 nm. anélogo a un piruvato.
Al aumentar,la cadena puente puede ocurrir que haya un aumento de la 
adsorcfôn no especffica 6 un decrecimiento de la efectividad de la 
columna, El uso de cadena puente hidrofflicas esté mereciendo la 
atenciôn de los investigadores•
Selecciôn del ligando.
Ademés del soporte de la enzima, el ligando va a ocupar un 
puesto de gran importancia ya que primero va a unirse con el so— 
porte y segundo se va a unir a la enzima correspondiente, dando to 
do ello un conjunto, el que la fijaciôn de la enzima al soporte sea 
més 6 menos eficaz, el que haya una -mayor 6 menor pérdida de acti- 
vidad enzimâtica va a depender en gran manera del ligando.
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Es muy importante conocer la naturaleza de las interacciones 
entre el ligando y las macromoléculas a las que se va a unir, para 
ello debemos tener en cuenta el sustrato, las condiciones de pH, tem 
peratura, producto de la reacciôn enzimética. En la misma literatura 
nos vienen muchos ejemplo9 en los que el conocimiento de las interaç 
clones nos va a permitir una mejor inmovilizaciôn.
Cuando hay reacciones bi 6 multifuncionales la busqueda de los 
ligandos es mucho niés compleja,
Afinidad de la macromolécula para el ligando.
La afinidad del ligando para la macromolécula complementaria 
es una de las premises que debemos de tener en cuenta ya que de ella, 
principalmente, va a depender el que haya una buena inmovilizacién. 
Se han desar roll ado modèles ma teméticos que nos puede définir la a fi. 
nidad en pocos términos y midi en do unos pocos parémetros (iif).
Ecuaciones similares han sido desarrolladas por 0 ’Carra y Nishi 
kawa. Con ello se permite un câlculo aproximado del méximo K entre un 
ligando inmovilizado y una enzima (••) (##).
Del modo de unién que tenga el ligando tanto a la enzima como al 
soporte, va a depender su especificidad, su eficacia y psoblemente 
su mayor 6 menor actividad. Asf una uhién covalente del ligando al so 
porte a través de grupos funcionales puede ser un adsorbente efectivo, 
mientras que la unién a otro punto puede ser parcialmente efectivo e 
incluso ineficaz.
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La concentraclén del ligando es importante pues ocurre a veces
que es diferente la conccntraclôn eficaz de la real* La concentra-
ciôn de enzima unida esté determinada por la sigulente ecuaciôn:
CEL) _ ÇlI / 1 . (L) . K ■ constante de disoclaciôn
■-----  —  l i +  g-—  l L
(E) u ^  ■ L - concentraciôn del ligando
E - concentraciôn de la enzyma 
EL - enzyma inmovillzada
Si la concentraciôn de la enzima se incrementa, la capacidad de 
adsorbente viene determinada por la concentraciôn del ligando inmo­
vilizado ( ■> )• Realmente la capacidad de afinidad de los adsorben- 
tes es inferior a la esperada, como ya hemos dicho anteriormente, jà 
que en algunas puede ser aproximadamente un 1% de la calculada (*< ) 
( • • ) » (  7# ). Una menor concentraciôn del ligando permitiria una me
jor elucciôn sin necesidad de utilizer medios que podrfan ser drâsti 
COS y poder produc ir desnaturalizacioties j una mayor concentraciôn po 
drla originar aberraciones cromatogrSficas. Es muy importante que al 
hacer la inmovilizaciôn de una enzima se conserve lo mâs intacta po­
sible la estructura terciaria.
El ligando podrfa modificarse qufmlcamente sin que khya por eso 
un detrAmento en la interacciôn con la enzima complementaria, sino 
que ademés podrfa reforzarse la interacciôn y poder producir una me­
jor y més efectiva inmovilizaciôn.
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Técnieas de unién de la enzima a los distintos soportes.
Las técnicas empleadas son muy parecidas.por no decir iguales, 
a las técnicas empleadas en cromatograffaj segûn los procedlmlentos 
a emplear las podemos dividir en a) Adsorcién hidrofébica, b) adsor 
cién por transferencea de carga, c) por unién covalente al soporte,
d) por afinidad a los quelatos y e) finalmente por bioafinidad. Es­
ta ultima técnica, es la que se va a emplear en este trabajo, por 
ello nos vamos a extender més en la misma.
a) Adsorcién por afinidad hidrofébica»
Un soporte tfpico de esta adsorcién es la del carbén activo, 
aunque este esté ya en desuso al encontrarse otros més adecuados 
para la inmovilizacién. Un ejemplo de estos es la agarosa, este ad­
sorbents empleado para la inmovilizacién se introdujo con gran éxi- 
to. (m , 7Ï ,7ï,;7« , 7ï), El primer anfipatico se realizé mediante el aco 
plamiento de aminas soporte de gel previamente activado por bromuro 
de cainogeno. Posteriormente se introdujeron grupos ionogenicos y de 
esta forma también podfa funcionar como cambiador de iones (7:@) Porath 
y Laas (7s) sintetizaron geles que contenfan grupos bencil éter; més 
tarde se sintetizaron geles con grupos alquilo y acilos* La import an 
cia de estos geles se debe a que con el hinchamiento, al tener qhe 
pasar el solvente de la solucién, pueden ser permeables a solutos 
de elevado peso molecular, Estos geles se mejoraron con la adicién 
de cadenas més cortas.
En las pruebas que se hicieron con protefnas y otras sustancias, 
se presentaron una ventajas testante grandes de este procedimiento 
sobre otros de unién covalente, una de las principales era la rever^  
sibilidad del soporte permitiendo el uso del mismo para sucesivas
19
inmovilizaciones de protefnas 6 enzimas segun pudo comprobar Chibata,
Otra de las variaciones del soporte es con el acoplamlento con 
epiclorhidrina mediante una reaccién de entrecruzamiento con la aga 
rosa en fuerte alcalinidad y calentando en presencia de bromuro de 
alquilo (l7, 7§) • Con este sistema se inmovilizaron muchas enzimas te 
nlendo para cada una de ellas un poder distinto de adsorcién, asf 
por ejemplo, con la /i amllasa era con la que tenfa menor poder ad­
sorbente mientras que, por ejemplo, la amilglucosidasa la adsorbfa 
muy fuertemente.
b) Cromatograffa por quimoadsorcién covalente.
Los geles de agarosa activados tienen la facultad de unir pro— 
tefnas y otras muchas sustancias covalentemente al soporte indieado. 
Esta quimoadsorcién puede ser reversible é irreversible, un ejemplo 
de quimoadsorcién irreversible es el acoplamlento de un aminoécido, 
péptido é protefna mediante el oxirane. Un mêtodo reversible es la 
inmovilizacién de protefnas basado en el cambio tiol-disulfuro fué 
ideado por Brocklehurst y desarrollado por Carlsson y colaboradores 
(7!, BO,ti ,i2,lj)» El gel que contiene tiol es formado a partir del 
bisoxirano en agarosa y activado por el 2-piridil disulfuro, y ya 
activado se le afiade la protefna conjig da que muy bien podrfa ser 
una enzima para su, Inmovilizacién, Este p^.-ceso como hemos visto 
anteriormente es irreversible, pero podrfa l.acerse reversible por 
reduccién de la unién, por ejemplo, a tiol cou m  reactivo tal como 
el ditithreitoly volverse a formar el primer gel ya regenerado pro— 
ceso que se puede hacer indefinidamente,
Para inmovilizar papafna y ureasa se ha empleado el cambio tiol 
disulfuro, se puede hacer el proceso mediante dos vfas 1) por limi— 
tacién selective de la unién disulfuro y asf de esta manera la acti-
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vidad biolégica queda retenida 2) Por tiolizacién de los grupos amino 
de la enzima (ao).
c) Afinidad mediante formacién de quelatos
Porath y colaboradores (t3) desarrollaron una llnea de investiga- 
cién para la posible inmovilizacién de aminoécidos, péptidos y protef— 
nas mediante quelatos que estaban inmovilizados en agarosa. Observaron 
que los quelatos formados por bicarboximetil amino y agarosa, activada 
mediante una cadena de longitud adecuada y un métal que podia ser en 
estos casos Zn y Cu, presentaba una cierta afinidad sobre las molécu­
las anteriormente expuestas. No obstante advirtieron que cuando se ha- 
c£a en presencia de altas concentraciones de sales, la afinidad crecia 
ya que se apreciaba que las posibles formas de adsorciones iénicas no 
especfficas desaparecfan, En ausencia de estas concentraciones la af^ 
nidad bajaba ostensiblemente.
d) Adsorcién por tranferencia de carga.
Al disponer de ligandos ricos en electrones deslocalizâdos y pode^ r 
los unir a un soporte de gel, les confiere a este gel el poder interaç 
cionar con una gran variedad de sustancias.
Algunos derivados del gel de agarosa taies como riboflavina y di— 
nitrofenil agarosa pueden formar complejos de tranferencia de carga, por 
ejemplo, la riboflavina forma complejos con la serotonina, N-acetil trl£ 
téfano con el triptéfano (>«) (•*).
e) Mediante bioafinidad.
Si a un soporte de agarosa desionizada, que como hemos visto an 
teriormente es un buen sistema para producir una reaccién de en-
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trecruzamiento le unimos como ligando una lectina, se crearfa ui\a 
matriz con posible aplicacion para cromatograffa do bioafinidad.
Es un hecho comprobado el que las lectinas tienen una distin- 
ta afinidad para distintas sustancias como los cnrboliidratos, icj) 
protefnas y glicolfpidos. El primer paso va a consistir en la puri- 
ficacién de la lectina, para ello se va a necesitar un adsorbente 
lo més especffico posible para esa lectina, A veces un gel de poli, 
sacéridos puede adsorber especificamente alguna lectina como por 
ejemplo la Concavalina A que es adsorbida especificamente por el 
Sephadex (bb ) asf como en el caso de la lectina proveniente de la 
Vicia Craca (*7 ), Si al Sephadex se le somete a reacciones como la 
unién de los carbohidratos con divinil suifona y despuês se élimina 
el exceso de grupos vinflicos mediante el mercaptoetanol (8®) (®®). 
El mécanisme por el cual se produce este proceso no se sabe con cor 
teza ya que aun no se conoce que grupo hidréxido esté involucrado, 
de esta manera, la manosa y agarosa asf obtenidos van a tener una 
gran capacidad para unir las lectinas muy especifi(amente. De esta 
forma se unieron lectinas de la Vicia sativa a Mantsa - Sepharose 
6B siendo desplazada con dimetil D manésido (89) , De la semilla
de la Crotolaria juncea fué aislada mediante el proceso anterior 
utilizando ECD Sephanose 6B parcialmente hidrolizado (90) y galac- 
tosa Sepharosa 4B (9i ) , La capacidad de adsorbente se iba incremeri 
tando en este orden, Los geles con lectina por ejemplo, los de aga 
rosa unidos a las lectinas presentan unas grandes perspectivas pa­
ra el fraccionamiento de diverses sustancias como las glicoprotefnas 
(90; (92) ,
La Concavalina A - Sepharose interacciona con enzimas que tie- 
non estructura gluco-proteica por ejemplo con hidrolasa lisosomales 
(9 3) fosfatasa alcalina (94) y f&sfatasa âcida htunanas, con el ci —
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jjacron blue F 36 A para el aislamiento de deshidrogenasas,
La lectina que se va a utilizar en este trabajo es la que es­
té présente en los extractos de las semillas de Myrtus communis 
(L), Esta lectina viene estudiéndose desde hace ados en el Gabine- 
te de Têcnicas Instrumentales de la Facultad de Farmacia. Esta leç 
tina fuê inicialmente resenada por Ortega y Dolara (#i) viéndose 
que no es especffica de grupos sangufneos« La composicién elemen­
tal del extracto bruto arrojé los siguientes resultados N = 0 ,8 3 ,^
C = 4 2 ,82 ,^ H = 4,38^. Estos resultados contrastan con el resto de 
las lectinas ya que tienen mayor proporcién de nitrégeno, por lo 
que parece més indicado que esta lectina tenga una estructura més 
de oligopéptido que de protefna, Ademés se diferencia de otras lec 
tinas en que no tiene carécter estimulante para los linfoblastos, 
aunque se observa un hecho muy curioso y es que cuando se aumenta 
la concentracién de extracto, hay una menor capacidad de transforma 
ciénf 9# )
Estudios més recientes sobre esta lectina (>7 ), estudiéndola 
mediante la técnica de capas monomoleculares, permiten deducir, que 
la lectina es de pequeno tamano anfifflica y con posibilidad de te 
en su parte polar un grupo ionizable
La lectina del Myrtus interacciona con componentes del suero(9®) 
humano tanto, con los componentes proteicos como lipfdicos, y es 
més, tiene mucha més actividad sobre estos ultimos, Las fracciones 
proteicas sobre las que actéa con principalmente sobre glico-prote^ 
nas y lipoprotefnas y algunas globulinas. Las fracciones del suero 
que son las primeras en interaccionar, son las a ^  y a- con ma yo­
res concentraciones de extracto, las Y las y o hasta su casi to 
tal precipitacién mientras que la interacciôn sobre la albumina sé 
lo se puede demostrar por el cambio en la velocidad de migraciénf 99 )
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electroforética, Se siguié trabajando sobre las Y globulinas viêndose 
una interacciôn relativamente intensa con las Ig M, observéndose una 
selectividad sobre las cadenas pesadas y no una afinidad muy man if tes 
ta sobre las Kappa y las lambda* (lOO)
Ya hemos indicado la interacciôn de la lectina sobre los compo­
nentes lipfdicos del suero humano (triglicéridos, fosfolfpidos, co- 
lesterol y lipoprotefnas)* En cuanto a la acciôn sobre lipoprotefnas 
se ha observado una precipitaciôn total de los quilomicrones, lipo- 
protefnas, y a mayor concentraciôn de extracto las a y las pre- » •
En todos los casos se ha observado una mayor actividad de la lectina 
a un pH de icido débil micntras que a partir de pH 7 ô eminentemen- 
te écido la actividad bajaba. Por todo lo anteriormente indicado no 
se demuestra que haya una correlaciôn entre el peso molecular de la 
molêcula, ô su contenido en carbohidratos y su posible precipitaciôn
Se estudiô la posibilidad de incorporer la lectina del Myrtus a 
geles de suero para la preparaciôn de inmuno adsorbentes y su posible 
aplicaciôn para têcnicas de cromatograf fa de afinidad (toi).
La uniôn de la lectina estudiada a los hematfes, previamente fi- 
jados con glutaraldehfdo, va a modificar la membrana del hematfe y 
aun conservada su capacidad, aunque algo disminufda, de interaccionar 
con protefnas, lipoproteînas. Esta capacidad ha sido usada como mêto­
do de clarifiaciôn de sueros lipêmicos y de esta manera eliminar la 
interferencia debida a la turbidez en determinaciones mediante espe^ 
trofotometrxa (102),
Otro dato de interês de esta lectina es su acciôn sobre un tumor 
experimental tipo Yoshida, Fuê estudiado por Ortega y Otero (loi). Ob 
servando una disminuciôn de crecimiento, segun dosis y vfa de admini^ 
traciôn.
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Como ejemplo de las aplicaciones que se han reallzado con las 
enzimas que nos ocupan este trabajo, es decir la ureasa y la ami 
lasa, tenemos las siguientes; Chang ( io<) ( tos ) ( loi) (IBÎ ) pro 
puso como técnica de inmovilizaciôn de la ureasa la microencapsul^ 
cién, observândose un descenso de la actividad enzimética de alrede 
dor de un 63%, esta enzima posteriormente fué estabilizada mediante 
la hemoglobina, perdiéndose menos actividad* El problema que antes 
indicamos como era la imposibilidad del paso del sustrato, se palié 
dado el peso molecular de la urea y su tamado capaz de pasar por los 
poros de la membrana del hematfe y ademés su gran difusibilidad. La 
ureasa inmovillzada por microencapsulaciôn fué estudiada para ver sus 
posibles aplicaciones en los seres vivos. Con una inyeccién intrape 
ritoneal de ureasa microencapsulada (100 Summer en 0*25 ml/Kg) se ob 
servô una subida en el nivel de amonfaco en sangre, apreciéndose la 
posibilidad de aplicaciôn del sistema a organismes vives, viendo la 
viabilidad de éste si se coloca al lado de la ureasa un adsorbente 
de amonéàco que se microniza Junte con la ureasa. Al inyectar 50 U 
Summer én O* 5 ml/Kg, el nivel de amonfaco subi6 a las pocas horas de 
la inyecciôn, El nivel permanecfa bastante alto durante las veinti- 
cuatro horas y bajaba lentamente, de manera que a los cinco dfas da 
ba un nivel més alto de lo normal. El perfode de vida media del in­
movilizado fué de 7 dfas a 37®C.
Otra forma de aplicaciôn por via parenteral del microencapsulado 
y en evitaciôn de acûmulo de material extern©, fué el intento por otro 
método mediante perfusiôn extracorpôrea (loi ) ( 1Oi ). Para impedir la 
posible coagulaciôn por cl contact© de la sangre con los microencap- 
sulados se trataron con heparina, no mostrando interferencia por par 
te de esta con la enzima y permitiendo hacer su acciôn normalmente •
Otra vfa de administraciôn para la ureasa microencapsulada fué
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la administraciôn dentro del intestine (i09 ) ( 110 ) ( tn ) ( 112 ) jun
to con un adsorbente de amonfaco, observândose que el nivel de urea 
en la sangre decrecfa respecto a un control. La pcrdida de urea se 
calculé de alrededor de un 60%. Se bizo una mezcln del microcncapsu 
lado con la comida y se diô de corner a perros y se observaba también 
una bajada de urea en sangre ( 113 ).
Se ensayô como componente de diâlisis de los rinones artificial 
les comp'ânado de unaadsorbente del amonfaco, apreciSndose que habfa 
una gran ventaja sobre las membranas convencionales, ya que el micro 
encapsulado tenfa una mayor superficie y era mas facil la elimina- 
ciôn de la urea ( >1 4).
Tienen otras aplicaciones como componentes de medidores poten- 
ciométricos de iones. Asf, inmovilizados de ureasa son componentes 
principales en electrodos para la determinaciôn de urea ( 115 ) ; otra
posibilidad, esté en aprovechar el carécter inhibidor de algunos i^ 
nés en su reaccién enzimética poc lo que relacionando osa inhibiciôn 
con la concentraciôn del ion, se ha podido construir electrodos que 
son sensibles a iones como Ag, Cd, Co, Cu, Hg, Pb y Zn (lie ). En e^ 
tos casos la enzima estarfa inmovillzada en geles como el de poli- 
acrilamida, el electrodo estarfa formado por un éncdo de plata y un 
cétodo de platino, la separaciôn del gel con el interior del electro 
do serfa mediante una membrana de plastico permeable.
Como componente de termistores también ha sido desarrollado el 
sistema de inmovilizaciôn de ureasa; el termistor esté inmerso esté 
inmerso en una columna de ureasa inmovilizada en lechos de geles y 
hay una relaciôn entre la seilal y la concentraciôn de amonfaco ( 1I7 ) 
(IIB ) ( 119 ).
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Las aplicaciones de la a amilasa la podemos concretar en la in 
dustria de la alimentaciôn para transformar el almidôn en glucosa, da
t' , , '
do el carSctes "@ndo"la a amilasa va a ser una pieza muy importante 
en el proceso ya que al ir cortando las grandes cadenas y dar oligo- 
saoâridos para que la glucoamilasa y posteriormente la glucosa isome 
rasa de lugar a la fructosa. El modo de inmovilizaciôn de la a ami­
lasa puede hacerse por varios raôtodos unos de ellos ya usados haa si. 
do: entrampamiento en geles ( «i),uniôn a geles de poliacrilamida 
( 120),membranas de colSgeno ( I2f) y la utllizaciôn en un reactor de 
flujo contfnuo de partfculas de poliestireno ( 122),
?7
P A R T E  E X P E R I M E N T A L
^8
Como soporte para la inmovilizaciôn de las enzimas hemos utili 
zado hematfes humanos del grupo 0, que han sido tratados con u»a so 
luciôn de glutaraldehfdo. Estos hematfes tienen unas caracterfgticas 
muy interesantes como es la de su fôcil conservaciôn, y la de ser ca 
paces de soportar choques osmôticos muy extremos; por otra parte, da 
da la dificultad de aislar la lectina présenté en el extracto bruto 
del Myrtus, se intenta, gracias a la gran avidez de esta por los he 
matfes, una primera purificaciôn.
Las enzimas que se inmovilizarôn sobre el sistema HGM fueron 
la ureasa y la f* -amilasa. La primera era ureasa comercial hidroso 
lubie liof ilizada suministrada por la ma rca Merck. La segunda -and. 
lasa provenfa del Aspergillus Oryzae.
La urea empleada como sustrato de la ureasa, era urea suminis­
trada por la marca Merck.
El almidôn empleado como sustrato de la « -amilasa, era almi­
dôn de la clase litner suministrado por la marca Merck.
Los hematfes empleados como soporte procedfan del I.E.H.H. eran 
de douantes sanos y eran del grupo 0.
Las semillas de Myrtus Communis procedfan de la provincia de 
Badajoz.
Los mêtodos empleados en esta memoria estân resenados en cada 
apartado, pero en Ifneas générales han sido los siguientes:
Liofilizaciôn, este proceso se llevô a cabo en un liofilizador 
Leybol—Heraeus GT-2.
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Espectrofotometrfa ultravioleta, se utiliza un espectrofotôme 
tro Perkin Elmer 402.
Espectrofotometrfa visible, para su medidâ,se utilizô un espe£ 
trofotômetro Bausch Lomb, modelo Spectronic 70,
Microscopfa. En un Fotomicroscopio Zeiss modeld II automatico
Preparaciôn de los hematfes
Los hematfes empleados eran del grupo sangufneo 0 con A.C.D. 
de anticoagulante, se lavaron inicialmente cuatro veces sin ser s^ 
metidos a tratamiento con diez veces su volumen de soluciôn P.B.S. 
de pH 7*4» Todas las c entrif ugac iones que se llevaron a cabo se hi. 
rieron a 400 gs, y a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Se fijaron los hematfes durante cuatro horas con agitaciôn cons 
tante. Se utilizaba para ello una suspensiôn de hematfes al 10% en 
soluciôn de glutaraldehfdo al 2% en P.B.S. Para retirar el gluta­
raldehfdo que no se habfa unido a las membranas se sometfan a diez 
lavados con P.B.S. con sus correspondientes centrifugaciones. Y una 
vez limpios del glutaraldehfdo sobrante se procediô a la liofiliza- 
ciôn para su mejor conservaciôn.
Uniôn de la lectina del extracto del Myrtus por los hematfes 
fiiados con glutaraldehfdo
a) Obtenciôn del extracto de semillas del myrtus Communis.
Se parte de semillas pulverizadas. El polvo fué puesto a mace- 
rar en la proporciôn de un 10% durante veinticuatro horas con al-
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cohol de 969, con agitaciôn intermitente) se centrifugaban y se r^ 
coglan los sobrenadantes, que se evaporaban a baja presiôn, recons 
truyendo el extracto con agua destilada, y liofilizândolo a conti- 
nuaciôn para su mejor conservaciôn,
b) Fijaciôn de la lectina.
Para la uniôn de la lectina al hematfe previamente fijado con 
el glutaraldehfdo, se disuelven l'S g de extracto de Myrtus liofi- 
lizado en 100 ce de soluciôn buffer de Me IIvaine a pH 5. Se prepa 
rô la cantidad suficiente para que se produjese una saturaciôn del 
hematfe. La fijaciôn era seguida mediante espectroscopfa de absor- 
ciôn ultravioleta, siendo la regiôn especialmente observada la de 
A = 280 nm. Se prosegufa la adiciôn de extracto hasta que hubiese 
una igualdad de absorbancia en la longitud de onda antes dicha en­
tre el extracto que no ha estado en contacte con los hematfes y el 
que ha estado en contacte con ellos. Conseguida esa igualdad de a_b 
sorbancia interprétâmes que hay una saturaciôn de lectina por par­
te del hematfe, continuando el proceso con lavados sucesivos de so 
luciôn buffer de Me Ilvaine de pH 5 hasta que los Ifquidos de lava 
do no den absorbancia; con ello éliminâmes las moléculas de lecti­
nas débilmente unidas al soporte. Una vez 1impie el sistema se pro 
cede a su liofilizaciôn para su conservaciôn y constituye el sist^ 
ma que denominarernos HGM (hematfes-glutaraldehfdo-mirto).
Influencia del pH en la estabilidad del sistema HG
El primer estudio lo hicimos sobre la estabilidad del hematfe 
fijado con glutaraldehfdo pero que no contenfa lectina de Myrtus. 
Para dicho estudio se hicieron series de 20 mg del sistema HG que 
se ponfan en contacte con 5 ml. de soluciôn buffer de Me Ilvaine a
3d
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distintos pH 4» 5» 6 , 7, 8 y 9 a temperatura ambiente y con agita- 
ci6 n durante tres horas. Pasado el tiempo, los sobrenadantes se 
cogieron mediante centrifugaci6n a 4000 rpm. durante diez minutos, 
Una vez recogidos se hicieron con ellos unos espectros de absorcién 
ultravioleta entre las longitudes de onda de 200 y 4OO nm, frente a 
un bianco, que era una soluci<5n de buffer correspondiente,
Los espectros realizados se muestran a continuaci6n. Fig, (l).
Influencia del pH en la uni6n de la lectina del Myrtus Communis 
a los hematics tratados con glutaraldehfdo
Para el estudio de la posible influencia del pH sobre la uni6 n 
se hicieron series con 10 mg de hematfes previamente tratados con 
glutaraldehfdo, sistema HG, Este sistema se puso en contacte con 10 
ml de una soluciôn de extracto de Myrtus de concentraciôn O ’I mg/lOO 
ml en una soluciôn buffer de Me Ilvaine a distintos pH, con agita­
ciôn durante treinta minutos a temperatura ambiente, Pasado el tiem . 
po, se centrifugaba el sistema durante diez minutos a 4OOO rpm, se 
recogfan los sobrenadantes y con ellos se hacfan las experiencias,
Los pH propuestos fueron los siguientes 2, 3> 4, 5» 6, 7 y 8 »
La uniôn fuô seguida por espectrofotometrfa ultravioleta, median 
te barridos de espectro en las longitudes de onda de 200 y 4OO nm. La 
zona escogida para estudiar la interacciôn fué la de 2 00 nm,, ya que 
por trabajos anteriores se ha visto una relaciôn entre el poder aglji 
tinante y la absorciôn en la regiôn del ultravioleta antes menciona- 
da. Las absorbancias debidas a los sobrenadantes eran comparadas con
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las de los extractos que no habfan estado en contacte con el sis— 
tema HG, Aquel pH que presentase una mayor diferencia de absorban— 
cia entre el extracto puro y el que ha estado en contacte con los 
hematfes consideramos que es el més adecuado para la uniôn de la lejc 
tina a la membrana del hematfe,
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla I .
Tabla I.
pH A extracto A sobrenadante diferencia
___ a 2 8 0 nm, a 280 nm,________ _______ _
2 I'll 0'07 1'04
3 0'95 O'is 0' 8 0
4 1'27 0»19 1'08
5 1'24 0' 2 8 0'96
ô 1'01 0»23 0 ' 7 8
7 0'90 0'26 0'64
8 1 '07 0'41 0 » 6 6
Con objeto de ver el tiempo que necesita la lectina para unirse 
a la membrana y poder formar el sistema HCM, se hicieron series de 
20 mg del sistema HG con 5 ml de una soluciôn de extracto de Myrtus 
de 0'1 mg /lOO en soluciôn buffer de Me Ilvaine a pH 5, a temperatu 
ra ambiente durante 5 , 1 0, 20 y 30 minutos con agitaciôn; pasado el 
tiempo se centrifugaba la serie correspondiente y se hacfa un espeç 
tro de absorciôn entre 200 y 400 nm,, observândose que a los diez oïi 
nutos de exposiciôn parecfa que se habfa producido la saturaciôn del 
hematfe de la lectina.
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Influencia del pH y de la temperatura en la estabilidad del 
sistema HGM»
a) Influencia del pH,
Para la realizaciôn de esta prueba se hicieron series que coji 
tenfan 20 mg del sistema H CM, que se ponfan en contacte con solucio
nés buffer de Me Ilvaine de distintos pH 4j 5, 6, 7, 8 y 9, y se man
tenfan a temperatura ambiente, con agitaciôn, durante tres horas. 
sado el tiempo se recogfan los sobrenadantes mediante centrifugaciôn 
como se ha expuesto anteriormente» Con los sobrenadantes recogidos se 
hicieron una serie de espectros entre las longitudes de onda de 200 
y 400 nm. Se comprobô que habfa un incremento de absorbancia al in- 
crementar el pH, siendo el blanco utilizado para la medida la solu­
ciôn buffer de pH correspondiente,
Los datos obtenidos fueron los siguientes:
pH A 4 = 2 8 0 nm,
4 0'34
5 0*26
6 0»31
7 0 ‘69
8 1 '41
9 1'29 (1)
(1) El sistema H CM sometido a pH 9 liecesitô de una diluciôn al 
5 0% para poder ser medido.
b) Influencia de la temperatura.
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Para el estudio se dispuso del sistema en soluciones bu­
ffer de pH 6'7« Una serie de 20 mg, se puso en contacte con 3 ml de 
la soluciôn buffer, durante una hora, a distintas temperaturas de 
3 0, 4 0 , 5 0 , 60 y 7O-C con agitaciôn; una vez pasado el tiempo se 
retiraban los sobrenadantes por centrifugaciôn como en los casos an 
teriores y con ellos, una vez dilufdos al $0^ con la soluciôn bu­
ffer, se hacfan los espectros de absorciôn ultravioleta en los mi^ 
mos intervalos de longitudes de onda que en los casos anteriores y 
usando como blanco la soluciôn buffer. Se observaron unas variaci^ 
nés de absorbancias en to do el espectro* La variaciôn de las absojr 
bancias en la regiôn de los 280 nm. fueron las siguientes:
Tabla III.
«ç A a 280 nm
30 0'30
40 0*52
50 . 0'B9
60 1 '04
70 1 '20
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Irunovillzaciôn de la ureasa»
Generalmente se utilizaron 100 mg del sistema HGM lloflllza-
dos qae, prevlamente embebidos con 1 ml de una soluciôn buffer Me
Ilvaine de pH 6, eran puestos en contacte con 10 ml de una solucién 
de ureasa de 1 mg/ml de concentracl6n en la misma solucl6n buffer 
anterior* Se les sometîa a agitaci6n a temperatura ambiente duran­
te 30 minutes, centrifugando y retirando el sobrenadante. Los he-: 
matfes eran lavados con la misma solucl6n buffer, hasta que los 11- 
quidos de lavado no mostrasen absorbancia a A = 280 nm*• Elle cons- 
tituye el sistema de enzima inmovilizada que denomin are mes HGMO y 
que poster!ormente liofilizaremos para su conservacién*
En el proceso de inmovilizacl6n se producla una pérdida de ac 
tividad de 47* Esta pérdida puede ser en gran parte debida a
la solubilizaci6n de la ureasa debilmente unida al soporte, a la 
posible inactivacién de la enzima en el proceso de inmovilizacién 
6 a la desactivaci6n que es posible que se produzca en los sucesi-
vos lavados con la soluci6n buffer.
Pué bastante diflcil de precisar la cantidad real de ureasa 
que se ha unido por mg de hematle, ya que el proceso de uni6n va 
seguido de no menos de sels lavados, y de un proceso de liofiliza- 
cl6n, aunque se da el hecho de que en este dltimo proceso no hay 
përdldas aparentes de actividad.
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Para conocer las propledades de la ureasa iimovilizada en el 
sistema HGM se efectuaron diverses pruebas:
1) Influencia del pH en la inmovilizaci6n de la ureasa al sistema 
HGM.
2) Influencia del pH en la actividad de la enzima.
3) Influencia de la temperatura en la actividad del enzima.
4) Estabilidad de la enzima inmovilizada en la conservaciôn.
5) Estabilidad de la enzima inmovilizada a la acci6n sucesiva de
sustratos diferentes.
6) Estabilidad de la enzima inmovilizada a la acci6n de soluciones
de distintos pH y  a temperaturas igualmente diferentes.
7} Efecto de los inhibidores.
8) Determinaciôn de la constante de Michaelis.
Influencia del oH en la Inmovilizaci6n de la ureasa.
Siguiendo la metôdica general, era puesto en contacte el sis— 
tema HGM con soluciones de ureasa a pH 6, 7'7 8. El proceso de in­
movili zaci6n fué seguido observando la variaciôn de la actividad 
de los sobrenadantes puestos en contacte con el sistema HGM. Tras 
treinta minutes de agitaciën a temperatura ambiente se centrifuge 
ba el sistema 7 con los sobrenadantes, se hicieron medidas para 
ver su actividad residual por el método general.
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En la Tabla IV nos muesbran los siguientes resultados:
Tabla IV
pH
% de actividad de 
los sobrenadantes
valor medio 
sobrenadante
valor medio 
inmovilizado
6 30 42 50 40*6% 59*4%
7 65 68 67 66*7% 33'3%
8 82 8o 85 82*3% 17'7%
Para valores de pH inferiores a 6 no hubo inmovilizaci6n ya que 
habia una clara insolubilidad por ser su* punto isoeléctrlco 5*
Vistas la grandes ventajas para la inmovilizacl6h de esta en­
zima a pH 6, se escogië este pH para legrar un mayor rendimiento 
en el proceso, y en estas condiciones se realiz6 la metôdica de 
trabajo de inmovili zaciôn#
E studio s realizados con el inmovili zado de ureasa HG>ÎU.
La determinaciôn de la actividad enzimôtica se siguiô por el 
método de Fawcett y Scott (l23) que se funda en la formaciôn de 
carbonate amônico a partir de la urea por la acciôn de la ureasa, 
y valorando dicho carbonate posteriormente por la formaciôn de un 
complejo coloreado con los reactivos de fenol e hipoclorito*
El sustrato empleado era una soluciôn de urea de 0*5 mM en 
soluciôn buffer Me Ilvaine de pH 6*7* Se utilizô este pH ya que 
entra dentro del môrgen recomendado (6*5-6*9), ya eue a un pH mâs 
alcalino podria haber una producciôn de carbemato amônico que len 
tamente pasaria a carbonate; y en el case de pH mâs âcido podria
4o
haber una Inactlvaciôn,
La solucl6n de sustrato de trabajo era de CM03L'mg/mX en el 
mo buffer de Me Ilvaine. Su preparaciôn para los ensayos compara­
tives era siempre extemporSnea.
Para medir la actividad enzimâtica de la enzima inmovilizada 
la metôdica a lo largo de todas las determinaciones se detalla a 
continuaciôn.
Técnica de trabajo para la determinaciôn de la actividad del 
sistema inmovilizado.
A 20 mg del sistema HGMU se pusieron 1 ml de soluciôn buffer 
a pH de trabajo para humedecerlo, se centrifugÔ y retirô el sobre 
nadante. Seguidamente se afladia 0*1 ml de la misma soluciôn buffer 
y 0*2 ml de soluciôn de sustrato de urea de 3 mg/100 ml de concen- 
traciôn disuelta en la soluciôn buffer anterior. Se incubaba duran 
te diez minutes con agitaciôn intermitente a 37^C; pasado el tiem— 
po se enfrlaba para parar la reacciôn centrifugando a continuaciôn 
durante diez minutes. Se tomaban 0*15 ml del sobrenadante y se ha- 
cian reaccionar con los réactives fenol-hipoclorito sôdico que, 
tras una incubaciôn de quince minutes a 37*C, permitla una lectu— 
ra espectrofotomôtrica a 550 nm frente a un blanco de rea&tivo.
A efectos de comparaciôn se hicieron en algunos cases estudios 
paralelos con ureasa soluble para determinaci ôn de su actividad.
En estes casos se utilizaba la misma técnica de trabajo, pero con 
la diferencia de que la ureasa estaba en una soluciôn de buffer de 
Me Ilvaine a pH correspondiente y de 1 mg/ml de concentraciônj no 
habiendo necesidad de centrifugaciôn y siendo el reste del procetü
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miento es el mismo•
Influencia del pH en la actividad enzimâtica.
Se prepararon soluciones de ureasa en buffer de Me Ilvaine de 
pH 5» 6 , 7, 8 y 9 de 1 mg/ml de concentraciôn y suspensiones de 200 
mg del sistema inmovilizado en las mismas soluciones buffer. Los 
sustratos estaban igualmente a estos mismos pH con una concentraciôn 
de urea de 0'5 mM, siendo en todos la temperatura de 3 7 y los tiem 
pos iguales a como se sedala en la técnica anteriormente descrita.
En este caso, como en el anterior, se da el valor de 100% de ac^  
tividad a aquella en que esta es méxima. Los resultados quedan refl^ 
j ados en la Tabla V.
Tabla V. 
actividad ureasa en soluciôn
pH ensayos 1 2 3 Valor medio
5 0 0 5 1 '7
6 22 *8 17 '6 i6'7 19
6«7 74’3 70 ' 6 72 '2 72 '4
7 82'8 88«2 86'1 85 •7
8 97'i 100 100 99
9 100 100 100 100
% actividad sistema HGMU
pH ensayos 1 2 3 Valor medio
5 20 21 '1 21 «4 20 1'8
6 36»7 33’2 35'7 35''2
6'7 86'7 95 89'3 90''5
7 100 100 100 100
8 93'3 95’1 92 *9 93''8
9 80 88 85*7 84''6
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Influencia de la temperatura 'en la actividad enzimâtica,
.Para su estudio se prepararon soluciones de ureasa de 1 mg/ml 
de concentraci6n en soluciones buffer de Me Ilvaine a pH de trabajo 
6*7 t y con el sistema inmovilizado HGMU se hicieron suspensiones 
con las mismas soluciones buffer, Afiadiéndblas soluciones de sus­
trato de 0*5 mM de concentraci6n en soluciones buffer de trabajo. 
Para la medida de la actividad se realizaron las técnicas anterior 
mente descritas pero variando las temperaturas de incubaciôn a 30, 
40, 50, 60 y 70fiC respectivamente.
Los valores medios de la actividad quedan refiejados en la 
siguiente Tabla.
Tabla VI 
% actividad ureasa en soluciôn
Temperatura
«G
ensayos is 22 32 Valor medio
30 47 43*7 53*3 48
40 75 84*3 80 79*8
50 94 93*7 100 95*8
60 100 100 100 100
70 90*6 93*7 96*6 93*7
% actividad sistema HGMU
Temperatura ensayos 1« 22 32 Valor medio
«c
30 66 72*5 73 71*3
40 68*1 80 63*6 70*6
50 72*7 85 73 76*8
6o 79*5 90 86*3 85*3
70 100 100 100 100
Como en cl caso anterior el 100^ de actividad se da a aquel en que 
ésta sea m&xima.
'Zs
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Estabilidad del sistema HGMU durante la conservaci6n.
Esta prueba se realiz6 s61o con el sistema inmovilizado, ya que 
creemos que es de gran importancia para posibles aplicaciones del si^ 
tema,
Para su estudio el sistema HGMU se conservaba de dos formas, 
una liofilizada y la otra en forma de suspension. El sistema en su^ 
pensiOn eran 20 mg del sistema H(MU en soluciôn buffer de Me Ilvaine 
a pH 6*7 con trazas de estreptomicina para evitar el crecimiento de 
microorganismos. Las dos formas de alma c en ami ento estuvieron en dos 
condiciones de temperatur a. En frigorlfico a 4-C 6 a temperatura am­
biente 17-2S9C.
Para represeritar el 100% de actividad, se ha dado este valor a 
la que corresponde al primer d£a de la preparaciOn del sistema, y 
con relaciOn a ésta se expresaron las de los dlas sucesivos.
Tabla VII
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ensayos
% actividad HGMU liofilizados 
a) A temperatura ambiente
1 2 Valor medio
Tiempo
conserv.
(d£as).
1 100 100 100
2 82*6 83*3 ■ 83
3 82*6 75*0 78*8
7 78*3 71*0 74*6
21 56*8 52*0 54*4
30 47*8 46*0 46*9
ensayos
b) En frigorffico 
1 2 Valor medio
Tiempo 
conserv* 
(dlas) .
1 100 100 100
2 82*6 76 79*3
3 78*2 76 77*1
7 69*5 60 64*7
21 60*8 56 58*4
30 60*8 52 56*4
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ensayos
Tabla VIII 
% actividad HGMU suspensi6n pH 6 ' 7 
a) Temperatura ambiente
1 2 Valor medio
Tiempo 
conserv» 
(df as) »
1 100 100 100
2 89*3 96*4 92*9
3 85*7 82*1 83*9
7 78*5 71*4 75*0
21 82*1 60*7 62*5
30 57*1 53*5 55*4
ensayos
b) En frigorlfico 
1 2 Valor medio
Tiempo
conserv»
(dlas)
1 100 100 100
2 86*9 76 81*4
3 86*9 76 81*4
7 69 62*5 65*7
21 63 6 0 61 *5
30 60*8 60 60,4
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Tiempo 
conserv. 
(dlas).
Tabla IX 
(Tabla resumen) 
% actividad HGMU 
liofilizadas
% actividad HGMU 
suspension pH 6*7
Temperatura
ambiente
Frigorlfico Temperatura
ambiente
Frigorlfico
1 100 100 100 100
2 92*9 81*4 83 79*3
3 83*9 8i*4 78*8 77*1
7 75*0 65*7 74*6 64*7
21 62*5 61*5 54*4 58*4
30 55*4 60*4 46*9 56*4
% I
D
A  t a n p e r a t u r a  ambiant* A  
Ù I  frlgtirlfico A
9
f i g .3  Xatab i l l d a d  d a l  a i a tama H C H O  an f o m a  da l i o f ilizada 
du r a a t a  la eonaarvaei^n.
«âcl
A taaiparatura ambiant* 
En  f r i g o M f l w o
Fig. 9 E s t a bilidad dal ai a t a m a  H G M U  an * w ap*n*i9n  
d u r a n ta la c o n a a r v a c l 9n .
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Estabilidad del sistema HGMU a la acciôn de sucesivos pases 
de sustratos.
Con esta prueba pretend!amos ver la estabilidad del sistema 
de enzima inmovilizado ÏIG>fU a la acci6n de sucesivos pases de sus­
tratos, Una vez que acababa el tiempo de incubaci6n se procedla a 
extraer el product© de la reaccion sin necesidad de desactivar 6 
desnaturalizar la enzima, como se deberla prodeder con una enzima 
soluble, y as! volverla a usar indefinidamente.
Se intenté el ensayo nediante el empleo de una pequeHa colum- 
na con el sistema HGMU en sa interior, y reciclando el sustrato de 
urea a travês del mismo, pero encontramos dificultades de flujo d^ 
bido a la propia naturaleza del sistema. Se siguié entonces la téjc 
nica general, con 20 mg del sistema HGMU y una soluciôn de trabajo 
de urea de 0*5 mM de concentraciôn y a pH 6*7; poniendo 0*2 ml de 
la anterior soluciôn y 0*1 ml de la soluciôn buffer, TS*as la incu­
baciôn se recogla el sobrenadante de la centrifugaciôn y en ôl se 
détermina la urea que habia sido degradada deduciendo de ella la 
actividad de la enzima. El sistema HGMU centrifugado se lavaba con 
2 ml de soluciôn buffer y se le ailadla a un nuevo volûmen del sus-
tratao de urea, repitiêndose el proceso hasta siete veces,
El 1005 de actividad se ba dado a la actividad que tiene el
sistema en el primer pas© y con relaciôn a éste se expresaron las
actividades de los pasos sucesivos, Los resultados obtenldos se 
muestran a continuaciôn.
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Tabla X.
% actividad residual.
N2 de pases ensayos 1 2 Valor medio
1 100 ICO 100
2 8 2 » 1 78*6 80*4
3 78’5 71*4 75
4 78*5 71*4 75
5 71*4 64*3 68
6 71*4 67*8 69
7 70 71*4 70
Estabilidad del sistema HGMU'a la acciôn de soluciones i
tintos dH y a diferentes t emoer atur as.
a) Estabilidad del sistema a distintos pH.
Se prepararon una serie de muestnas de 20 mg y a estas se le 
anadieron 5 ml de soluciones buffer de Me Ilvaine de pH 5» 6, 7 y 
8 manteniéhdolas con agitaciôn y a temperatura ambiente durante 
très horas. Pasado el tiempo referido se centrifugaba recogiendo 
los sobrenadantes y aRadiendo a continuaciôn la soluciôn de sus­
trato, determinândose la actividad residual de cada sistema no so- 
metido a tratamiento y al que se le daba un valor relative de 100^ 
de actividad enzimâtica.
Los resultados se expresan a continuaciôn.
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Tabla XI 
fî actividad HGMU
pH ensayos 1 2 3 Valor medio
5 70 76 64 70
6 71 76 64 70*3
7 74 77 71 74*3
8 74 70 76 73'3
b) Estabilidad del sistema respecte a la temperatura.
Para poder conocer el efecto que pudiera tener la temperatura 
sobite el sistema, se prepararon 20 mg de HGMU a los que se aîiadle- 
ron 3 ml de soluciôn buffer de Me Ilvaine de pH 6*7> manteniôndo- 
las sesenta minutes, con agitaciôn a temperatura de 3 0, 4 0 , 5 0* 60 
y 7ose. Contrifugôndose a continuaciôn y retirando el sobrenadan­
te, Con el sistema ya separado, se media su actividad residual 
aplicando la técnica general » A efectos de comparaciôn, una solu­
ciôn de ureasa de concentraciôn 1 mg/ml en soluciôn buffer de Me 
Ilvaine de pH 6'7 se sometla a las mismas condiciones de tempera­
tura, determinando por el método gneneral su actividad residual.
Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente Tabla.
us
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Temperatura
Tabla XII 
actividad de la enzima soluble
«C ; ensayos 1 2 3 Valor medio
3 0 69*2 75 6 5 * 4 69 * 9
40 61 ’ 5 58*3 61*5 60*4
50 61*5 62*5 61*5 61*8
60 53*8 62*5 57*7 58
70 53*8 54*1 53*8 54
Temperatura % actividad de la enzima inmovilizada
_ «ç ensayos 1 2 3 Valor medio
30 93*9 77*7 76*4 82*7
40 84*8 77*7 82*3 81*7
5 0 84*8 80*5 82*3 82*6
6 0 84*8 83*3 82*3 83*5
70 43*4 39*8 45*0 42*8
A los sobrenadantes que se retiraron se les hicieron unos es- 
pectros de absorciôn entre las longitudes de onda de 200 y 400 
nm. Al variar el pH se observaba un incremento de las absorbamcias 
a incrementos de pH y temperatura. Los;resultados obtenidos en la 
regiôn de I = 28o nm. fueron los siguientes.
Tabla XIII.
280 nmA À =
4 0 » 12
5 0 * 10
6 0*08
7 0*27
8 1 *00
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Temperatura
Tabla XIV.
A 1 =  280 nm. 
O' 17 
0* 3 0
0*58
0*72
1*10
Efectos de Inhibidores.
a) Incubaciôn en presencia del catiôn Cu.
Para conocee el comportamiento del sistema HGMU frente a inh_i 
bidores se realizaron una serie de ensayos, empleando ion cobre 
Cu3 como inhibidor.
Se prepararon soluciones de sustrato de urea de pH 6*7 que con 
tenlan concentracioens de cobre de 1, 0*5, 0*1 ÿ 0* 05 mg/ml, en los 
que se determinaba la actividad del sistema HGMU.
Con la enzima soluble se procediô de la misma forma, disolvien 
do en las soluciones de suifato de cobre antes citada, ureasa a la 
concentraciôn de trabajo 1 mg/ml.
Los resultados obtenidos nos muestran los porcentajes de ac­
tividad con referencia a las actividades iniciales en ausencia del 
inhibidor. Los resultados obtenédos en la experiencia se muestran 
en la Tabla siguiente.
i  :
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CiSOi
Tabla XV,
^ actividad de la ureasa soluble
(ng/ml) ensayos 1 2 Valor medio
0 100 100 100
O'05 100 100 100
O' 10 ^6*5 8o 78*2
0'50 64'7 57'1 60'9
I'OO 50 • 50 50
% actividad de la ureasa inmovilizada
C«SO^
(ng/ml) ensayos 1 2 Valor medio
0 100 100 100
O'05 100 100 100
O'CO 82'6 85*7 84*1
0'50 56*5 54*7 55*6
I'OO 34*8 42*8 38*8
b) Para estudiar la acciôn del cobre Cu^^en presencia prolon 
gada^ se prepararon soluciones de suifato de cobre de 1, O'5» 0’1 
y O'05 mg/ml en una soluciôn buffer de Me Ilvaine de pH 6'7» Se 
mantenian en agitaciôn durante cinco horas a temperatura ambiente; 
pasado el tiempo se retiraba el sobrenadante y en el sistema inmo­
vilizado se realizaba la prueba de actividad residual, Paralelaraen 
te se realizaron pruebas con ureasa soluble, la soluciôn de ureasa 
tenia la misma concentraciôn que las anteriormente descritas.
El 100^ de actividad se da al sistema que ha estado en ausen 
cia del cation Cu inhibidor.
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Los resultados obtenidos se muestran a continnaciôn.
Tabla XVI,
fa actividad de la ureasa soluble
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CuSOi
(mg/ml) ensayos 1 2 Valor medio
0 100 100 100
O’OS 92'3 91 *6 91*9
O' 10 84*6 66 ' 6 75*6
0K90 6l'6 SO'O 55*7
I'OO 50'0 50*0 50*0
% actividad de la ureasa inmovilizada
CuSO^
(rag/ml) enâayos 1 2 Valor medio
0 100 100 100
O'OS 74'0 79*4 76*7
0» 10 51 *8 50 50*9
O'90 44*4 41 ' 1 42*8
1 »00 37*0 29*4 34'2
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Determinaci6n de la constante de Michaelis
Para su consecuci6n se ha seguido el mêtodo grâfico de Lineweaver- 
Burk, representando les valores inversos de velocidades de reaccidn 
y de las concentraciones de sustrato en ordenadas y abcisas respect!, 
vamente.
Las concentraciones del sustrato para los respectives ensayos 
fueron: 2'5 x lO"*, 5 x lO"*, 1 x lO"^, l'5 xlO"^, 2'5 x lO"^ M
Los valores que se obtuvieron para condiciones de trabajo de pH 
6'7 y temperatura de incubacidn de 3 7 fueron
Ureasa soluble 5'32 x 10  ^ M
Ureasa inmovilizada 2*11 x 10  ^ M
El ajuste de estas rectas se llev6 a cabo en un Microcomputador 
Olivetti F 6066.
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Inmovilizacl6n de la et -amilasa al slstema HGM»
Para la inmovilizaclôn de la a -amilasa utllizamos 100 mg del 
slstema HGM liofilizado, previamente embebidos con una soluei6h 
buffer de fosfatos de pH 5'7, estes eran puestos en contacte con 
10 ml de una seluciôn de « amilasa que content an 1 mg/100 ml en 
la misma soluciôn buffer anterior. Se les somet!a a agitacfcôn a tem 
peratura ambiente durante treinta minutes, centrifugândose y reti— 
rando el sobrenadante, Los hematles eran lavados con la soluciôn 
buffer, hasta que los liquides de lavado no mostrasen absorbancia 
a 2S0 nm. Elle constltuye el slstema de enzima inmovilizada HGMlâ y 
que posteriormente liofilizaremos para su conservaciôn,
Estudios realizados con el inmovilizado de la /r -amilasa
La determinaciôn de la actividad enzim&tica se sigui6 por el 
método amiloclSstico de Smith y Roe (1 ** ), que se funda en la valo 
raciôn del almidôn que no ha side hidrolizado por la enzima, debido 
a la formaciôn de un complejo coloreado al adadirle una soluciôn 
de yode.
El sustrato que se empleaba era una soluciôn que contenta 6'67 
mg/ml de almidôn soluble de Litner, buffer de fosfatos de pH 5’7 
0*067 y ClNa 0*056 M. La soluciôn de sustrato de trabajo era 6*67 
mg/ml de almidôn en el buffer de fosfatos con el pH antcriormente 
resefiado y su preparaciôn para los ensayos comparativos era siempre 
extemporônea.
Para medir la actividad enzimâtica de la enzima inmovilizada 
la metôdica a lo largo de todas las determinaciones se détailan a 
continuaciôn.
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Têcnica de trabajo para determinacidn de la actividad del sis- 
tema inmovilizado»
A 25 mg del sistema HOIA se anadia 1 ml de soluciôn buffer de 
pH 5*7 centrifugândose a continuaciôn para retirar el resto no em— 
bebido. Una vez realizada esta operaciôn se anadia 4'5 ml de la s^ 
luciôn sustrato de trabajo raâs 0*5 ml de soluciôn buffer de traba­
jo, se incuba durante sesentà minutes a 37-C de temperatura. Pasado 
el tiempo se anadia 1 ml de una soluciôn de HCl N para parar la reac 
ciÔn, se centrifugaba el sistema y se recogia el sobrenadante» Para 
medir la actividad se cogtan 0'5 ml del sobrenadante y se afladlan 
a 35 ml de agua destilada môs 1 ml de HCl N, se agregaba después de 
agitaciôn 1 ml de una soluciôn de yodo normal y se completaba hasta 
50 ml con agua destilada midiôndose el color del complejo producido 
a 630 nm.
El % de actividad se hallaba por diferencias de absorbancias 
entre una muestra de almidôn sin hidrolizar, que sufre los mismos 
procesos, y la muestra de almidôn que ha estado en presencia de la 
enzima» El 100$ de actividad se daba al sistema que products una nm 
yor diferencia de absorbancias»
A efectos de comparaciôn algunos estudios se han realizado con 
(1 -amilasa soluble; la têcnica seguida fuê la misma que con la in­
movilizada, pero utilizando una soluciôn de 0*1 mg/lOO ml de concen 
traciôn adadiendo a la soluciôn sustrato de trabajo 0*5 ml de solu— 
ciôn de enzima, el resto de la têcnica es similar a la anterior pe 
ro sin proceso de centrifugaciôn»
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Para conocer las propiedades de la n —amilasa inmovilizada en 
el sistema HGM se efectuaron diversas pruebas:
1) Influencia del pH en la inmovilizaciÔn de la amilasa al sistema
HGM.
2) Influencia del pH en la actividad de la enzima.
3) Influencia de la temperatura en la actividad de la enzima.
4) Estabilidad de la enzima inmovilizada en la conservaciôn.
5) Estabilidad de la enzima inmovilizada a la acciôn sucesiva de 
sustratos diferentes.
6) Estabilidad de la enzima inmovilizada a la acciôn de soluciones 
de distintos pH y a temperaturas igualmente diferentes.
7),Determinaciôn délia afinidad .hacia el sustrato
Influencia del pH sobre la uniôn de la enzima a la matriz.
Siguiendo la metôdica general se pusieron en contacte el sis­
tema H(M con soluciones den-amilasa a distintos pH (3, 4, 5, 6, 7 
y 8). El proceso de la inmovilizaciôn era seguido por observaciôn 
de la actividad residual de los sobrenadantes puestos en contacte 
con el sistema, con agitaciôn y a temperatura ambiente. Pasados trein 
ta minutes se centrifugaba el sistema, se recogfan los sobrenadantes, 
que eran diluldos en la proporciôn de 1:10, con su correspondiente 
soluciôn buffer, y se hacian las medidas de actividad para ver la 
residual por el método antcriormente indicado.
(S';
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Los resultados bbtenidos se muestran a continuaciôn.
pH
Tabla XVII 
% de amllaSa fijada 
ensayos 1 2 Valor medio
3 0 0 0
4 33M 39*1 36*2
5 100 100 100
6 70’3 69'S 70
7 0 0 0
8 0 0 0
Influencia del pH de incubaciôn. en la .actividad de à -amilasa
Se prepararon series de amilasa en buffer de fosfatos a distin 
tos pH 4, 5, 5*7j 6, 7 y 8 de concentraciôn mg/ml y suspensiones de 
25 mg del sistema inmovilizado en las mismas soluciones buffer, afi^  
diendo la soluciôn sustrato de trabajo a estos mismos pH mantenien- 
do la temperatura de incubaciôn a 37-C, siendo los tiempos los mis— 
mos que se senalan en la têcnica,
En este caso como en el anterior se da el valor de 100% de ac­
tividad a aquella en que ésta es môxima. Los resultados se refiejan 
en la Tabla siguiente.
Tabla XVIII
Enzima % de actividad residual
soluble
pH ensayos 1 2 Valor medio
4 10 12 11
5 57*1 64*3 60*7
5*7 100 100 100
6 70 66 *6 68*3
7 18 20 19
8 10 0 5
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Enzima
inmovilizado
pH
% de actividad residual
ensayos Valor medio
4
5
5’7
6 
7
14*3
71’4
100
93
45'7 
43
22 ‘2 
72 ‘2 
100 
83'3 
37‘7 
33*3
18'2
71*8
100
88»l
41V
38*1
Influencia de la temperatura en la actividad enzimatica
Se prepararon soluciones de amilasa en soluciones buffer de fo^ 
fatos de pH 5*7 y de concentraciôn O'l mg/lOO ml* Con el sistema in­
movilizado HGMA se hicieron suspensiones con la soluciôn buffer a 
los dos sistemas, tanto el soluble como el insoluble, se le afladie- 
ron la soluciôn de sustrato de trabajo* Se hicieron las tôcnicas an 
teriormente descritas pero con la variaciôn de la temperatura de in 
cubaciôn a 30, 40, 50, 60 y 70®C*
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
Tabla XIX
Enzima % de actividad residual
soluble
Temperatura (sc) ensayos 1 2 Valor medio
30
40
50
60
70
13'3 
66 *6 
100 
46'6 
13'3
13*3 
66 '6 
100 
53'3 
13'3
13'3 
66 >6 
100 
50
13'3
er l
7 2
Enzima
inmovilizada 
Temperatura (@C)
% de actividad residual
ensayos Valor medio
30
40
50
60
70
70*6 68*7
82*3 93*7
100 100 
76*4 93*7
14*7 15*6
69*6
88*0
100
85*1
15*1
Estabilidad del sistema HGMA durante la conservaci6n.
Esta prueba se realiz6 en el sistema inmovilizado. Para su e^ 
tudio conserv&bamos al sistema en dos formas distintas respecte de 
la temperatura: a) Conservados en frigorlfico a unes 4^C, b) Con- 
servados a una temperatura ambiente. Estos dos grandes grupos a su 
vez estaban conservados de très fommas distintas:a&) Sistema liofi 
zado en seco, b*) El sistema inmovilizado estaba en presencia de 
una soluci6n buffer de pH 5*7 y con cloruro c&lcico, c*) El siste 
ma inmovilizado en presencia de una soluciôn buffer de fosfatos de 
pH 5*7 y en ausencia de cloruro côlcico 0*025Ms Se hicieron estas 
pruebas de estabilidad con 25 mg del sistema HGMA. En el caso de 
utilizaciôn de las soluciones como forma de conservaciôn se afladlan 
trazas de streptomicina para evitar el crecimiento de microoganis 
mos.
1-Z
I .m u
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Los resultados obtenidos han sido los siguientes: 
Tabla XX
Conservaciôn en Temperatura a 4-C»
HGMA liofilizado en seco.
% de actividad residual
Dias ensayos 1 2 Valor medio
1 100 100 100
2 66 *6 73*3 70
3 70 75*5 72*7
7 8o 88*8 84*4
15 60 7 7 1 7 68*5
22 40 33'3 36*6
HGMA liofilizado en presencia de soluciôn Ca CljO’OS M,
% de actividad residual
Dfas ensayos 1 2 Valor medio
1 100 100 100
2 80 88'9 84*4
3 80 88*9 84*4
7 90 88'9 89*4
15 80 88'9 84*4
22 88'9 73'3 81 *1
HGMA liofilizado en presencia de soluciôn buffer pH 5*7
% de actividad residual
Dias ensayos 1 2 Valor medio
1 100 100 100
2 90 «0 77 '7 8 3*8
3 84 >0 77 *7 80 '8
7 90 '0 77*7 83 «a
15 50 »0 62 '2 56 *1
22 60 «0 66 «6 63*3
15
I I
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Tabla XXI
A Temperatura ambiente 
HGMA liofilizado en seco
% de actividad residual
Dfas ensayos 1 2 ■ ■ Valor medio
1 100 100 100
2 43*3 43'3 43*3
3 33'3 36'3 35*0
7 26'6 30*0 28*3
15 26»6 30*0 28*3
22 33’3 33*3 33*3
HGMA liofilizado en presencia de soluciôn Ca Cl; 0*05 M,
% de actividad residual
Dfas ensayos 1 2 Valor medio
1 100 100 100
2 16'6 23*3 20
3 l6 '6 16*6 16*6
7 18 16*6 17*3
15 16«6 13*3 15
22 10 6*6 8*3
HGMA liofilizado en presencia de soluciôn buffer a pH 5*7
% de actividad residual
Dfas ensayos * 1 2 Valor medio
1 100 100 100
2 16'6 l6»6 16*6
3 16«6 l6 *6 16*6
7 10 11*3 10*6
15 6'6 6*6 6 *6
22 10 10 10
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En frigorffico
Tabla XXII 
Tabla resumen
Dfa 1 2 3 7 15 22
Liofilizado
seco 100 70 72*7 84*4 68*5 36*6
Soluciên Ca Clj 
0 *025 M
100 84*5 84*5 89*4 84*5 81*1
Soluciên buffer 
pH 5*7
100 88*8 80'8 83*8 56*1 63*3
A Temperatura 
ambiente
Liofilizado
seco
100 43*3 35*0 28*3 28*3 33*3
Soluciên Ca Clj 
0*025 M
100 l6 *6 l6 ' 6 10*6 6*6 10*0
Soluclên buffer 
pH 5*7
100 20 16 *6 17*3 15 *0 8*3
Se recogieron sobrenadantes de los iimovilizados que estuvieron 
a temperatura ambiente, tanto los que estaban en presencia de una 
soluci6n buffer de pH 6*7 como los que estaban en soluci6n buffer 
del mismo pH pero en presencia de cloruro càlcico 0*025 Mi
Las absorbancias debidas al proceso que transeurre a tempera— 
tura ambiente en presencia de la soluci<5n buffer, descent ados los 
de la absorbancia debida a la estreptomicina, han sido: En el dfa 
3 - de la experiencia la absorbancia fuê de 0*02 y en la 3® sémana 
0 *2 .
Las absorbancias correspond!entes al sistema que esté en con­
tacte con la soluciên de cloruro célcico 0'025 M a la misma tempe— 
ratura que la anterior fueron: En el dfa 3- aL absorbancia fuê de 
0 y en la 3 - sémana 0*13#
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Estabilidad del sistema HQIA a la accl6n de sucesivos pases 
de sustratos»
Con esta experiencias pretendfamos ver la estabilidad del si_s 
tema inmovilizado HGMA a la acc£6n de sucesivos pases de sustratos, 
Como en el caso de la ureasa inmovilizada, una vez que se acababa 
el tiempo de incubaciên, se extrafa el producto de la reaccl6n sin 
necesidad de desactivar 6 desnaturalizar la enzima y asl volverla 
a usar indefinidamente•
La naturaleza del sistema no nos permltlê el empleo de una pequje 
da columns con el sistema HGMA en el interior, como en un reactor 
enzimético* Se siguiê la têcnica general. con 25 mg del sistema 
HGMA y la soluciên sustrato de trabajo, ponlendo 4*5 ml de esta a 
pH 5*7 durante una hora de incubaclênj al finalizar el proceso se 
recogfa el sobrenadante y se haciân en ellas las pruebas de actiyi 
dad. El sistema se lavaba con 2 ml de soluclên buffer de trabajo 
de pH 5*7 y se le adadia un nuevo voldmen de sustrato, repitiéndo 
se el proceso cuatro veces. En este caso el 100$ de actividad se 
ha dado a la actividad que tendrfa el sistema en el primer paso y 
con relaciên a ésta seexpresaron las actividades de las demés * Los
resultados obtenidos se muestran a continuaciên.
Tabla XXIII 
% de actividad residual
Pases_____________ ensayos 1 2 3 Valor medio
1 100 100 100 100
2 45*2 60*8 55*5 53*8
3 27*4 34*7 33*3 31 *8
4 11 17*4 11*1 13*1
ooo
rt *
i
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Posteriormente intentâmes averiguar la estabilidad del sist^ 
ma HŒiA a la accidn de los pases en presencia de un activador como 
es el cloruro de calcio ya que los dos iones Cl “y el Ca*'*'son act^ 
vadores. Para ello se dispuso el sistema HGMA de la misma forma an 
teriormente descrita y la soluci6n de sustrato de trabajo contenia 
cloruro câlcico (Ca C]g) de 0'025 M de concentraci6n, haciêndosele 
pasar a continuaciôn por el sistema inmovilizado siguiôndose la 
têcnica anteriormente descrita, En este caso como en el anterior 
se ha dado el 100/6 de actividad a la que tendrfa el sistema en el 
primer pase de sustrato y con relaciôn a êste la de los pases suc^ 
sivos.
Tabla XIV
% de actividad residual
Pases ensayos 1 2 3 Valor medio
1 100 100 100 100
2 80 71*4 62 '5 71 *3
3 48 57*1 62»5 55*9
4 32 62 *8 56 42 '2
5 32 42 '8 37*5 37*4
6 24 42'8 30 32*2
eo
i :If
5?
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Estabilidad del sistema HGMA a la accl6n de solucl6n a distin­
tos r>H y a diferentes temperaturas.
a) Estabilidad del sistema a distintos pH, _
Se prepararon una scrie de muestras de 25 mg, se le afiadieron 
5 ml de soluciones buffer de fosfatos de pH 4, 5, 6 , 7* 8 , 9 y 10, 
mantcniéndoàas con agitaciôn y a la temperatura ambiente durante 
très boras, Pasado el tiempo se centrifugan los sistemas, recogleii 
do los sobrenadantes y a continuaciôn a los sistemas de inmoviliz^ 
do se le anadia la soluciôn de sustrato, determlnôndose la actividad 
residual de cada uno de ellos, relacionôndola con la del mismo si^ 
tema no somctido al tratamiento y al que se le da un valor relati­
ve de 100^ de actividad enzimâtica* Los resultados obtenidos se ex 
presan a continuaciôn.
Tabla XXV 
% de actividad
pH ensayos 1 2 Valor medio
4 64*6 6i»5 63*05
5 80 80 8 0
6 73 73 73
7 62*3 69 65*5
8 69 65*6 67*3
9 47 48'S 47'7
10 33'6 36*5 35
b) Estabilidad del sistema HGMA respecto de la temperatura
Con esta experiencia intentâmes conocer el efecto que podrta 
tener la temperatura sobre el sistema HGMA. Para ello a 2$ mg del 
sistema inmovilizado se le puso en contacte con 3 ml de la soluciôn
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buffer de fosfatos a pH 5 ’7» manteniêndolas durante una hora a dl^ 
tintas temperaturas 20, 30, 40 y SO^C con agitaciôn. Se centrifuga 
ron a continuaciôn, retirando el sobrenadante. Con el sistema ya 
separado se media su actividad residual aplicAndo la têcnica gene 
ral. A efectos de comparaciôn, una soluciôn de « -amilasa de tra­
bajo en soluciôn buffer de fosfatos de pH 5*7 se sometfa a las mi^ 
mas condiciones anteriormente expuestas determinando su actividad 
por el método general. El 100^ de actividad se daba a los sistemas 
que no habian sido sometidos al tratamiento anterior. Los résulta 
dos obtenidos fueron los siguientes.
Tabla XXVI
Enzima % de actividad residual
soluble
Temperatura ensayos 1 2 Valor medio
20
30
40
50
100
88»9
33'3
0
100 
66 *6 
44'4 
11 '1
100
77*7
39*0
5’5
Enzima
inmovilizada
Temperatura ensayos Valor medio
20
30
40
50
100 
88»9 
44'4
33'3
100 
72 '7 
54*5 
27 '2
100 
80» 8 
49'5
30» 3
mo :
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Paralelamente a los sobrenadantes recogidos de las experiencias 
anteriores se les hicieron unos barridos de espectro entre las long! 
tudes de onda de 200 y 400 nm. En el primer caso se observaron las 
variaciones de las absorbancias respecto al pH frente a un bianco que 
era la soluciôn buffer correspondiente, se observd principalmente la 
region de los 280 nm.
Las absorbancias en esta region fueron las siguientes:
Tabla XXVII
JEl A A = 280 nm
4 0'21
5 0'15
6 0«19
7 O'37
8 1'13
9 1'42
10 1*15
El sobrenadante correspondiente a la serie que estaba en contac 
to con la solucidn buffer a pH 10 tuvo que ser dilufdo al 50% con la 
sblucidn buffer correspondiente.
En la segunda experiencia observamos las variaciones de las ab— 
sorbancias respecto a las temperaturas frente a un bianco, que era 
la solucidn buffer de trabajo, observ^ndose igualmente la regidn de 
los 280 nm. Al hacerles unos barridos de espectros entre 200 y 4OO nm. 
Las absorbancias en la region anteriormente dicha fueron:
86
Tabla XXVIII
TgÇ A A = 280 nm,.
30 0'58
40 0'69
50 1 *26
60 1*35
<i) 70 0*37
(1)E1 sobrenadante correspondiente a la serie que estuvo en
to con la soluci6n buffer a pH 5*7 a 
luido al 1:4 con la soluci6n buffer.
una temperatura de 705C
Determinacldn de la afinidad hacia el sustrato
Para su debermlnacién se ha seguido el método grâflco de Linewe^ 
ver-Burk, representando los valores inversos a las velocidades de rea^ 
ci6n y de las concentraciones de sustrato en ordenadas y abcisas res­
pect ivamente •
Al no poderse conocer el peso molecular del sustrato la concen- 
traci6n viene dado por 0*15, 0*3, 0 ’6,"0’9 y 1*2 g/100 ml. No se hi- 
cieron determinaciones con concentraciones superiores dada la pequefla 
solubilidad del sustrato, Los valores que se obtuvieron para condicio 
nés de trabajo de pH 5'7 y temperatura de incubaciôn de 37®C,
Amilasa soluble 0'317 g/100 ml
Amilasa inmovilizada 0*l83 g/iOO ml
! 1
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Comportamiento de los sistemas HG, HCM, HGMU y H01A.
Con objeto de disponer del mayor numéro de datos que nos permitan 
conocer las caracterlsticas de las membranas de los hematles en cada 
uno de los sistemas se sometieron a las tinciones usuales de May- 
Brunwal-Giemsa, Papanicolau, Gram y Negro Sudân.
El comportamiento de las dos primeras técnicas es concordante, 
ya que de las coloraciones que toman los hematies Figs, it — 2j, Los 
del sisterna HG tienen caracterfsticas acid6filas, raientras que las de 
los sisteraas HCM, HGMü y HGMA se manifiestan como bas6 filos en mayor 
6 raenor grado.
Frente al Gram también se aprecian diferencias de comportamien 
to bien raanifiestas entre los heraaties del sisteraa HG y las de los 
demAs Fig.Zt-^ as. Las del sisteraa HG se comportan como Gram positives 
mientras que las de los sistemas HGM, HGMU y HGMA son aparentemente 
Gram negatives•
Como quiera que esta técnica de tinciAn, nos pone de manifiesto 
diferencias de comportamiento en cuantb a la permeabilidad de las 
membranas se refiere, résulta évidente que el enlace de la lectina 
al bernatie, aun cuando aparentemente es superficial, lleva consigo 
una profunda variaclôn en la estructura de la aiembrana que la bace 
raAs permeable al coraplejo de cristal de violeta-I-IK.
La tinci6n con Negro Sudân B permite establecer diferencias en 
tre los sistemas HG y HGM, que se comportan aparentemente como Sudân 
positivos, y los sisteraas HGMU y HGMA que se tifien de color azul raâs 
intenso en el caso del'sisteraa con ureasa inmovilizada. Estas dife-
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rencias son mâs maniflestas por visiân dlrecta que por microfotogr^ 
ffa Fig.ss—îJtal vez por dificultades de la toma fotogrâfica 6 por 
no haberse utilizado la pellcula con sensibilidad adecuada*
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Como enzima proteolftica tipo para estudiar su posible xnmovil^ 
zaci6n, se tom6 la pepsina, suministrada por la casa Merck, con la 
que se ensayâ primeramente la existencia de interacci6n con el extra^ 
to de Myrtus.
En buffer de Me Ilvaine de pH 5 se disolviô la pepsina a una con
centracifin del 1% (p/v), y el extracto de Myrtus al 2^5% (p/v). La
adiciân de la soluciân del extracto a la de pepsina originaba là for; 
macidn de un precipitado fâcilmente separable por centrifugaciân,
Una estimaciân aproximada de la equivalencia pepsina extracto 
de Myrtus nos di6 un valor de 10 a 4< Demostrada la interacciân, el 
paso siguiente fué comprobar si la pepsina as£ insolubilizada conser^ 
vaba su actividad enzimâtica. Para elle el precipitado se lav6 re—
petidas veces con soluciân de HCl de pH 2 hasta que las soluciones
de lavado no daban absorbancia a 280 nm. Este precipitado se de— 
secaba en vacfo y le denominaremos PM, Para determinaciân de la ac­
tividad enzimâtica se ha seguido la têcnica propuesta por Hunl (i2 5) 
que utiliza como sustrato una soluciân de un suero humano desecado 
y como reactivo para la valoracidn de los productos de hidrdlisis 
el reactivo de Folin-Ciocalteu. EsquemAticamente el proceso se re^ 
lizaba como sigue:
A 5 ml de sustratp (soluciAn de 5*6 g de suero liofilizado en 
100 ml de HCl pH 2'1 con ajuste final a este mismo pH) se le ana- 
den los miligramos del sistema PM, y se incubaba, con agitaciAn, a 
3 7-C durante quince minutesj en este momento se le anadian 10 ml de 
soluciAn de Acido tricloroacético 0 ' 35 N previamente calentado a 
37-C y se mantenia la incubaciôn igualmente con agitaciAn por cua- 
tro minutes adicionales. Se filtra a continuaciAn, y a los veinti- 
cinco minutes de iniciada la misma, se toman 2 ml de filtrado a los 
que se anaden sucesivamente 20 ml de NaOH 0'25 N y 1 ml del reactivo
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de Folln-Ciocalteu. El color azul desar roll ado se lee a 680 ntn. fren 
te a un blanco preparado de forma idéntica a la anterior pero omitien 
do la adiciAn del sistema PM,
Dada la manifiesta actividad presentada por el sistema FM, se 
operA con Al de la forma habituai para los obros sistemas ya estu- 
diados al objeto de conocer las condiciones Aptimas para una mayor 
actividad y estabilidad del sistema.
Actividad a pH diferente
Se operaba con 1 rag del sistema PM y 5 ml del sustrato a pH 
diferentes en buffer de Me IIvaine. La Tabla siguiente nos repré­
senta los resultados obtenidos que, como ya es habituai, se consi. 
dera valor 100% al que corresponds la mâxima actividad.
Tabla XXIX
actividad pepsina soluble
pH ensayos 1 2 Valor medio
1 62 58 60
2 100 100 100
3 75 70 72' 5
4 42 39 40' 5
5 28*5 30'5 29*5
% actividad sistema PM.
pH ensayos 1 2 Valor medio
1 4 0 , 6 40,6 40, 6
2 100 100 100
3 53*1 59*1 56' 2
4 l8*8 18'8 18'8
5 9*4 9*4 9*4
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La maxima actividad se mantiene al pH 2 en el slstema PM, aûn 
cuando se acusan raayores porcentajes de variacidn en la actividad a 
medida que nos alejamos del pH 2, en comparaci6n con la pepsina en 
solucidn.
Actividad y temperatura
Para conocer el efecto de la temperatura se opera con el sis— 
tema PM y la enziraa en soluci6n a pH 2*1 y a temperaturas entre 20 y 
70-C. A mayor temperatura seproducfa, como era de esperar, la coa- 
gulacidn del sustrato. La Tabla siguiente nos muestra los résulta— 
dos obtenidos en ensayos repetidos:
Temperatura
Tabla XX 
% actividad pepsina soluble
ec ensayos 1 2 Valor medio
20 9 11 10
30 19*5 19’5 19’5
40 45‘6 48 46'8
50 68'7 79'4 74
60 100 100 100
70 76'6 88'8 82 '7
mperatuna % actividad sistema PM
ce ensayos 1 2 Valor medio
20 5'1 9*2 7*1
30 17'5 15*3 16 '4
40 33'8 32 *8 33*3
50 58»S 55*4 56*9
60 93*4 97*5 95 *4
70 100 100 100
do-?
Il
do
De la comparaci^n de estos resultados parece desprenderse la 
posibxlidad de una mayor termoestabilldad del sistema inmoviliza- 
do, pues a no se acusa un descenso de actividad de la pepsi­
na en soluci6n, sino todo lo contrario, ya que es ligeramente su­
perior que présenta a tOSG*
Actividad trente a sustratos sucesivos»
El estudio de la estabilidad de los sistemas inmovilizados en 
trana grandes dificultadès, como ya hemos tenido ocasi6n de compro 
bar pues requiere la recogida del sistema por centrifugaci^n tras 
actuar sobre el sustrato, con lavados con la soluci6n HCl de pH 2’1, 
antes de ponerlo otra vez en contacte con un nuevo volumen de sustrato,
La Tabla siguiente refleja los resultados obtenidos en ensayos 
por duplicado para la acci6n sucesiva de très porciones del sustrato* 
Aquf la actividad 100^ se le asigna a la que présenta trente al primer 
sustrato, midiendo en los ensayos subsiguientes la actividad residual 
del sistema PM*
Tabla XXI 
% actividad
Fasos____________ ensayos_____ 1_________ 2__________ Valor medio
1 100 100 100
2 82*3 8 1 '9 82'1
3 6 2 '7 57 59'8
Estabilidad del sistema PM trente a pH y temperatura
Para conocer la estabilidad del sistema PM ante condiciones ad­
verses de pH y temperatura, se hicieron ensayos manteniendo el siste
4o5
4o6
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ma PM durante veintidos horas a JO^C en buffer de pH 6, 7> 8 y 9, con 
objeto de conocer la influencia del pH, A1 cabo de este tiempo el si^ 
tema se centrifugaba y se ensayaba su actividad enzimltica residual 
frente a la que tenia el sistema no sometido a este tratamiento «
Para conocer el efecto de la temperatura el sistema se suspendla 
en HCl de pH 2'1 y se mantenfa a temperaturas entre 40 y 80^0 por tiem 
pos variables. Las veintidos horas del ensayo de pH resultaron excesi- 
vas, sobre todo a temperaturas de 609 y superiores, en que las pérdi- 
das de actividad eran totales. Hubo necesidad de reducir el tiempo de 
contacto a 2'5 horas y el morgen de temperatura a 409 — 609 para po- 
der disponer de resultados comparât!vps.
En todos los casos, los liquides sobrenadantes de estes ensayos 
se recoglan para efectuar su espectro ultravioleta entre 200 y 500 nm.
Las Tablas XXHy XXUinos muestran los resultados obtenidos.
Tabla XXII
% actividad residual sistema PM, 
pH ____________  ensayos________ 1__________ 2________Valor medio
6 77'7 7 2 ’2 74'9
7 77'7 83'3 80'5
8 75 75 75
9 77'7 72'2 74'9
Tabla XXIII
Temperatura % actividad residual sistema PM,
ensayos 1 2 Valor medio
40 72 ’5 70'5 71 '5
50 52*9 52'9 52*9
60 47 47 47
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Temperatura % actividad residual pepsina soluble
9Ç________ _^__________ ensayos__________ 1________ 2_______Valor medio
40 8 l’8 80 80'9
50 72»7 - 74’5 73*6
60 34’5 34'5 34'5
Por lo que respecta al efecto de la temperatura parece confirmar 
se lo que apuntSamos anterformente de una mayor termoestabilidad del 
sistema PM a altas temperaturas.
En cuanto al pH pr5cticamente no se acusan diferencias entre 6 
y 9 a pesar de que las absorbancias de los sobrenadantes a 280 nm si 
que muestran diferencias, lo que parece ser demostrativo de que aque 
llo que se est4 disolviendo no debe corresponder a la enzima ya que 
el sistema mantiene su actividad alrededor del 75^, La Tabla siguiente 
nos muestra lo que se acaba de indicar.
Tabla îLXIV
pH Diluci6n sobrenadante Absorbancia
6 1:2 0«65
7 1:2 0*5
8 1:2 0«5
9 1:3 0'5
En los sobrenadantes de los ensayos de temperatura por su parte, 
es posible detectar actividad aglutinante a tltulos 1/2 y l/8, demos— 
trativo de la ruptura del sistema PM y que estân de acuerdo con la 
fuerte pérdida de actividad a temperaturas superiores a 509C,
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Las medidas de actividad enzimâtica realizadas con pepsina solu 
ble, a efectos de comparacién, se hicieron siguiendo la misma técni- 
ca, sustituyendo el sistema PM, por 0*5 ml de una soluci6n de pepsi­
na en HCl de pH 2'1 a una concentraci6n de 1 mg por ml,
Inmovilizaci6n sobre soportes
Se ha intentado inmovilizar la pepsina sobre el sistema de hé­
maties HGM, pero se ha podido demostrar que ello no es posible, A1 
poner en contacto el sistema HOi con una soluci6n de pepsina de pH 
5 se observa una progresiva coloraci6n de la soluci<5n achacable a 
la acci6n de la enzima sobre el propio soporte con degradaci6n de 
êstej demostrable por la prueba de Lowry (i<s)que nos pone de manifies 
to la presencia de productos de degradaci^n proteica. La prueba resul 
taba negativa para el sistema HGM y la soluci6n de pH 5 en ausencia 
de pepsina,
Lo mismo ocurrla cuando se intenté la inmovilizacién sobre un 
soporte a base del producto de condensacién hemoglobina humana-glu- 
taraldehldo, un producto geliforme que puede desecarse y que permite 
la fijacién de la lectina del extracto de mirto. En contacto con la 
solucién de pepsina êsta se colorea y el espectro ultravioleta de es 
tos sobrenadantes en funcién del tiempo de contacto a temperatura am 
biente, nos muestra una banda muy marcada entre 310— 330 nm, que au- 
menta con el tiempo. Este espectro es muy semeÿante al que se obser- 
vaba en los estudios previos de la estabilidad del soporte hematfe— 
glutaraldehfdo (HG) y que debe de corresponder a la hemoglobina mo— 
dificada por el glutaraldehfdo.
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La tesis mantenida es esfcablecer im sistema de enzimas inmoyi 
zadas en base a la preparacidn de un soporte inerte, los hematîesi 
fijados con glutaraldehldo (HG) y un elemento que sirva de puente 
entre el soporte y la enzima, la lectina de las semillas del Myrtus 
Communis•
Interesaba por tanto conocer, como base de partida, la estabi 
lidad del soporte HG frente a los medics y condiciones experiments 
les en que tiene que verse durante los procesos de inmovilizacidn 
y de actuacidn sobre los sustratos de trabajo, concretamente a la 
accidn de diferentes pH,
La f i g u r a , 1 es demostrativa de que très boras de perma- 
nencia del sistema HG a temperature ambiente, no altera aparente— 
mente la naturaleza del mismo, ya que los sobrenadantes muestran 
muy dëbil absorbancla entre 250 y 800 nm., indicative de que apenas 
si ha existido redisolucidn de componentes del sistema de hematles.
La banda de adsorcldn que va apareciendo entre 300 y 340 nm. al aci 
dificarse el medio podrla corresponder a algun producto de trans— 
formacidn de la hemoglobina formado durante e] proceso de fIjacid# 
del hematle con el glutaraldehfdo, posiblemente hematina 6 inetahemo 
globina.
La fijacidn de la lectina al sistema HG es un proceso relatiya 
mente râpido ya que bastan diez minutes para cbnseguir el müximo de 
fijacidn. Este proceso es pH dependiente pues a pH 4 ao consigne 
unir un 405^  mâs de lectina que a pH 7 • Tal comportamiento era posi 
ble ya que en trabajos anteriores (lOO) se habia demostrado que
interacciones de la lectina en solueidn con los componentes piw
oc ^  '
COS del suero humano, la formacidn de precipitados era mSs ef 
va a pH 4 que a cuàlquier pH, Se saca pues ventaja de utilizai
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pH para la inmovilizaci^n, aun cuando puede extenderse la zona de 
trabajo entre los pH 2 y 5•
Al repetir ahora los ensayos de estabilidad del nuevo sistema 
HGM a las soluciones de pH de 4 a 9, nos encontramos con mAs ab sojr 
bandas de los sobrenadantes a 2 80 nm. que comlenzan a ser signifi 
cativas a partir del pH 7, duplicândose la adsorbancia en la solu- 
ci6n a pH 8 y haciéndose cuatro veces mayor en la de pH 9. El to~ 
mar como indicador la adsorbancia a 280 nm. es debido a que la lec 
tina responsable de la aglutinacidn de los hematies absorbe a dicha 
longitud de onda; luego puede pensarse que aunque débilmente algo 
de lectina puede estar redisolviendose a estos pH. Llama sin embaj; 
go la atencidn este hecho, ya que antes de someter a la liofiliza- 
ci6n el sistema HOi se lavaban los hematles hasta ausencia de ab- 
sorbancia a 280 nm; luego la causa de que a posteriori se redisuej. 
van pequenas porciones de la lectina habrâ que busearia en el pro­
ceso de liofilizacién 6 el previo de congelacidn, que bien disminu 
ye la fuerza del enlace lectina-hematle 6 dejan al descubierto zo­
nas superficiales que no eran accesibles a los liquides de lavados. 
No cabe duda que el proceso combinado de congelacidn y liofiliza— 
ci6n puede abrir grietas en la membrana del hematle fijado y dejar 
al descubierto nuevas zonas supérficiales, pero el hecho de que el 
proceso es pH dependiente aboga por una accién de redisoluci6n mâs 
especlfica y no por un simple mecanismo de lavado.
De cuàlquier forma este fendmeno no nos invalida al sistema 
HGM para su utilizacidn como soporte de las enzimas, y a que la péj; 
dida de lectina en to do caso es pequeria y ademâs, la unidn de la en 
zima nos estabiliza al sistema H®1 como se puede comprobar con la 
ureasa inmovilizada, H®tU que no tiene pdrdida aparente de actividad 
en los ensayos paralelos, antes de liofilizarlos y una vez liofili- 
zados. Los aumentos de temperaturas en el sistema HGM suspendida en
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buffer de pH 6 '7# pueden provocar la redisolucidn parcial de la le^ 
tina, sobre to do a temperaturas superlores a los 50SC. Este mismo 
fendmeno serla tambidn detectable con el sistema inmovilizado con 
el sistema HGMU,
Comprobada la efectividad del sistema de hematles fijados por 
glutaraldehldo y saturados con los componentes del extracto de se— 
millas de Myrtus communis(HGM) para inmovilizar a la ureasa, fend- 
meno êste que résulta ser dependiente del pH, con un mdximo de efec 
tividad al valor de 6 .
Es sabido que de raanera general, la inmovilizacidn de una en­
zima lleva consign una pérdida de su actividad, cosa que tambiên 
estâ ocurriendo en nuestro sistema HŒHJ. Ya hemos comentado las <ii 
ficultades que se presentan para conocer con exactitud la uréasa 
que queda unida por mg de soporte, debido a que en la preparacidn 
del sistema final de trabajo, se verifican no menos de seis lava­
dos con solucidn buffer y un proceso final de liofilizacidn.
Las medidas realizadas nos muestran que la pérdida de activi­
dad en los lavados es del orden del $0%, gran parte de ella debido 
a la solubilizacién de ureasa debilmente unida al soporte. En la 
liofilizacidn, sin embargo, no se ha apreciado variacidn aparente 
en la actividad.
Esta pérdida de actividad no creemos invalida el proceso, ya 
que tan fuerte, 6 superiores, son las pérdidas que sufren otras en 
zimas en soportes semejantes como, por ejemplo la uricasa inmovil^ 
zada en albumina por intermédio de glutaraldehxdo, que pierde en 
el proceso un 60% de su actividad,p 2r), 6 la /î -glucuronidasa in- 
corporada a hematfes por la técnica del intercambio hipotdnico, que
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solo lo hace en una cuantfa del 4'4% del original(l2*}
El estudio del pH dptijnc para la ureasa inmovilizada nos ha 
propercionado dos datos de interês: el primero, que la actividad 
mâxima se desplazarâ respecte a la ureasa soluble del pH 8—9, al 
pH 7» lo cual no deja de ser una gran ventaja con vistas a una po- 
sible utilizacidn "in vitro" del sistema de estudio, y el segundo 
que a pH 5 présenta una actividad apreciable en contraste con la 
ureasa soluble al coincidir con su punto isoelêctrico•
Este cambio del mâximo de actividad a pH inferiores, se inter 
prêta por una modificacidn del microentorno de los grupos activos 
de la ureasa, como consecuencia a su fijacién sobre el soporte HOi« 
En este caso cabe suponer que los centros activos de la ureasa en 
HGMU, estân detectando un microentorno mâs bâsico que el correspon 
de a la solucidn buffer en la que se encuentra.
En la temperatura de incubacidn también se encuentran diferen 
cias entre la ureasa soluble y el sistema HGMU, favorables tambiên 
a este ultimo.
En la ureasa soluble, la temperatura éptima para un mâximo de 
actividad se sitûa en los 605C, con una disminucidn patente al des 
cender la temperatura, llegando a ser del 5 2% inferior a los 3 0 -C. 
Para el sistema HGMU el mâximo de la actividad se obtiene a 70^C, 
aunque este resultado deberâ ser sometido a revisidn pues al simple 
fendmeno de inc ubac idn se le puede estar afiadiendo un proceso de li. 
beracidn de la enzima con un aumento de la actividad una vez disue]. 
ta, fendmeno êste que se ha podido comprobar en los ensayos de re- 
sistencia a los agentes exteriores, temperaturas y pH, Alli hemos
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visto que despuês de una hora a 7 0 S la actividad del sistema se ha- 
bia reducido al 4 2 *8% de la original, motivada en parte por la so— 
lubilizacidn de la enzima. Aqu£ la incubacidn es sdlo de diez minu 
tos, pero puede ser suficiente para que la peqûena dosis liberada 
de ureasa, haga aparecer la temperatura de 7 0 S, como la dptima para 
la mayor actividad de la enzima inmovilizada.
De cuàlquier forma, un hecho si parece évidente, y es que hay 
una mayor uniformidad en las actividades para el intervalo de tem— 
peraturas estudiadas hasta el punto de que la diferencia en actiyi 
dad entre los 6 0 S y 3 0s, que en la ureasa soluble ya hemos visto, 
era del 52%, aquf sêlo es del 14%» Esto tambiên représenta una ven 
taja con vistas a su posible empleo "in vivo".
La estabilidad del sistema a la conservaciên se puede conside 
rar dentro de lo que parece ser normal para otros sistemas, ya que 
pasados 30 d£as mantiene una actividad équivalente al 5 5% de la ini 
cial, si la conservacidn es a temperatura ambiente y liofilizado,
6 del 60% si es en nevera a 4-« Cuando la conservacidn es con el 
sistema de suspension en buffer de pH 6 *7 , las actividades residu^a 
les son del 4 6 *8% a temperatura ambiente y del 5 6 '3% en nevera.
i/
Muy positive puede considerarse también, el date de la estabd 
lidad de la ureasa inmovilizada tras pasos sucesivos sobre sustra­
tos diferentes que en nuestro caso fueron siete, y si tenemos en 
cuenta las dificultades técnicas para reutilizar, sin pérdida apa— 
rente, el sistema HGMU dichas siete veces, el detectar un 70% de la 
actividad inicial es demostrativo de su alta estabilidad.
La resistencia a la temperatura del sistema H®1U es también ma 
nifiesta, permaneciendo practicamente constante la actividad cuando
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se dispone durante setenta minutes a temperaturas entre 3 0- y 60SC. 
A 7O-C, sin embargo, pierde casi el 57% de la actividad inicial, po 
siblemente por la acciOn conjunta de una solubilizaciOn parcial y 
los conocidos cambios conformacionales de las ënzimas que afectan 
a la actividad*
Como ya se ha hecho menciOn anteriormente, la solubilizaciOn 
parcial puede seguirse por los espectros de adsorcién de los sobr^ 
nadantes, ademâs de por la actividad enzimâtica de los mismos.
Cabe pues pensar que en este caso, si a los 709 se hubiese pro 
ducido algdn cambio conformacional, la enzima tiene capacidad de r^ 
cuperaciOn al descender la temperatura,
El valor de la constante de Michaelis-Menten, se aparta en nues 
tro sistema del comportamiento general, al aparecer algo inferior 
que el encontrado para la ureasa soluble, aproximadamente la mitad, 
5*3 X 10”  ^M para la ureasa en solucidn y 2*11 x 10""^  M para HGMU, 
ambas a las condiciones de trabajo, pH 6*7, y temperatura de 37-C. 
May y Li lîi trabajando también con ureasa, pero inmovilizada sobre 
un sistema de membrana liquida a base de tensioactivos, a pH 6*7 y 
2 5^ ,  obtiene unos. valores de 3'4 x 10“  ^M para la soluble y 0'l8 M 
para la inmovilizada, es decir, siempre mayor para la inmovilizada 
que para la soluble. Estas diferencias mayores 6 menores, se inter- 
pretan como efectos de una difusién restringida del sustrato hacia 
la enzima inmovilizada, por cuyo motivo, la concentracién actual 
del sustrato que la enzima es capaz de percibir, es menor que la 
concentracién estequiométrica reél del sustrato.
Si se acepta esta explicacidn, tendremos que concluir que para 
el sistema HGMU, no debe existir ninguna restriccién del sustrato
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para ponerse en contacte con la enzima y, en todo caso, lo que si 
podria estar ocurriendo es el fendmeno contrario, el de un mayor 
aporte de sustrato a la vecindad de la enzima inmovilizada,
Efectivamente, parece existir la evidencia de que el sustrato 
no se encuentra con ninguna barrera difusional que vencer, ya que 
al haberse enlazado con el soporte HQd a través de las lectinas 
del extracto de mirto, su localizacidn es superficial, y precisamen 
te en la superficie externa del hematie fijado con glutaraldehido.
En la parte experimental se han resenado los resultados ob 
tenidos cuando se siguen microscdpicamente los proqesos_ de inmoyi- 
lizacidn, raediante tinciones con Giemsa, Papanicolau- , Sudân, Gram, 
en los cuales se apunta la evidencia de un enlace superficial como 
antes se sedalaba,
El comportamiento del sistema HGMU frente al inhibidor metâli
co, Cu , es también coherente con lo anteriormente expuesto, ya
24-
que concentraciones crecientes de Cu , hacen disminuir mâs fuerte 
mente la actividad de la ureasa inmovilizada que la de la soluble; 
también a qui parece que nos encontramos ante un proceso que facilJL 
ta un mayor aporte del inhibidor a las inmediaciones de la enzima. 
Este hecho se produce tanto cuando el Cu estâ présente en la incu— 
bacién como cuando el inhibidor ha estado en contacto durante cin— 
co horas con el sistema HGMU, Esta mayor afinidad aparente por par 
te de los inhibidores podrxa explicarse simplemente por el mecanis 
mo de difusién iénica a través de la membrana del hematie, que al 
tratar de igualar concentraciones se podrian estar verificando una 
retencién del inhibidor en la vecindad de la enzima, lo que obliga 
ria a un nuevo aporte del inhibidor hacia el interior para conse— 
guir dicha igualacién de concentracién.
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La medida de la constante de Michaelis-Menten apunta también 
en este sentido ya que siendo menor la correspondiente al sistema 
HGMU que la de la ureasa soluble, y teniendo en cuenta el signifiera 
do de la misma parece évidente que no existe ningun tipo de restri^ 
cién difusional para el sustrato sino mâs bien al contrario, y co­
mo en el caso de los inhibidores, la formacién de la asociacién en­
zima -sustrato obligarfa por el proceso difusional a un aporte supl^ 
mentario del sustrato, en nuestro caso la urea, para igualar en con 
centracién en el interior del hematie a la del medio sustrato que 
le rodea. Se podria pues hablar de una mayor afinidad del sistema 
HOiU para la urea que la que tiene la ureasa soluble.
119
La enzima a -amilasa también es susceptible de inmovilizacién 
siguiendo la éecnica preestablecida para la ureasa, aunque en este 
caso la influencia del pH en el proceso de fijacién es bastante ma- 
nifiesta ya que a pHSla inmovilizacién es mâxima, resultando nula a 
pH 7 y superiores.
La pérdida de actividad por el proceso de inmovilizacién, va a 
guardar un cierto parecido con el sistema HGMU y con otros enzimas 
y soportes. En este sistema también nos encontramos con la dificul- 
tad para precisar la cantidad de enzima que se ha unido al sistema 
HGM.
Las medidas realizadas nos muestran que hay una pérdida del ojr 
den de Un 65% y que también podrfamos achacar a un proceso de solu- 
bilizacién de las moléculas débilmente unidas al realizarse los dis 
tintos lavados; no parece que baya cambio apreciable al someter al 
sistema al proceso de liofilizacién.
El estudio del sistema HGMA nos ha demostrado que no se varia 
con la inmovilizacién el pH éptimo de mâxima actividad que se man— 
tiene, como en solucién, a pH 6, aunque si parece observarse una ten 
dencia a conservar mayor actividad al aumentar el pH del sustrato de 
tal forma que, a pH 8 , la o amilasa en solucién disminuye en un 95% 
la actividad que le correspondla a pH 6 , mientras que, en las mismas 
circustancias, el sistema HGMA sélo disminuye su actividad en un 6l%.
Esta mayor estabilidad se manifiesta en los ensayos de incubaci^ 
nés previas de los sistemas inmovilizados y soluble a temperaturas di 
ferentes, como lo demuestra el hecho de que en la prueba a 3 0 -C, la 
pérdida de actividad para la soluble alcanza la cifra de 8 6 '7%, mien 
tras que el sistema H(MA disminuye en sélo el 30'4%. A 70-C sin em-
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bargo, las pérdidas son semej antes, achacables en este caso a dos 
posibles fenémenos, redisolucién de la a -amilasa inmovilizada y 
desactivacién de la misma por desnaturalizacién têrmica.
Los estudios para conocer las modificacion.es /le la actividad 
del sistema por la conservacién vienen a demostrarnos que las mejo- 
res condiciones son las de mantenerlo en solucién de Ca Clg 0*025 M 
a baja temperatura (4 -), ya que en este caso la pérdida de actividn 
des al cabo de veintiun dfas era sélo del l8'9%. Si la conservacién 
es a temperatura ambiente (2 0-2 5), la pérdida de actividad era ya 
del 90%.
En ausencia de CaCl; en el medio de suspensién de pH 5'7, las 
pérdidas de actividad fueron respectivamente 3 6 '7% y 91'7% «
El sistema HOIA desecado por liofilizacién presentarfa ventajas 
para conservacién a temperatura ambiente, en relacién con los siste­
mas anteriores ya que las pérdidas de actividad en similares condici^ 
nés de ba ja temperatura ( 4^0 ) y temperatura ambiente fueron respecti. 
vamente 6 5 '4% y 6 4 ’7%•
De las pruebas para conocer las actividades residuales del sis­
tema HGMA a la accién de sustratos diferentes se demostrarfa lo ya co 
nocido respecto a la necesidad de la presencia del ion calcio para la 
actividad enzimâtica de la a -amilasa, condicién que parece persistir 
en la inmovilizacién. Aun cuando hay descritas 0 -amilasas que no pre 
cisan de la presencia del ion Ca, este no parece ser nuestro caso, ya 
que el mismo sistema HGMA frente a sustratos sin el CaClj y con 0'025 
M de este ûltimo, mostraban diferencias aparentes en la actividad re^ 
pectivamente. La conservacién de aproximadamente un 33% de la activi­
dad inicial después de seis pages sucesivos de sustrato con CaClj ,
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la consideramos satisfactoria, e Inclviso que podrxa mejorarse actuan 
do sobre los parâmetros que puedan influir en esta actividad, como 
son temperatura, pH, concentracién de Ca , etc.
La determinacién de la afinidad hacia el almidén se hizo por un 
mêtodo similar al seguido para la obtencién de la constante de Michaje 
lis-Menten al presentar este la dificultad de que, no siendo el sus— 
trato una especie qufmica de peso molecular fxjo, el dato numérico se 
ha obtenido representando grâficamente los inversos de las concentra­
ciones expresados en mg de almidén/100 ml. De cuàlquier forma, los va 
lores obtenidos para la a -amilasa en solucién é formando parte del 
sistema inmovilizado HGMA 0*317 y 0 * 1 8 3 respectivamente, son indicate 
vos de un comportamiento en cierto modo parecido al del sistema HGMU, 
es decir de una mayor afinidad aparente del sistema inmovilizado para 
el sustrato. En este caso, aun cuando no debe existir ninguna restric 
cién difusional del sustrato hacia la enzima inmovilizada, que la su- 
ponemos totalmente localizada en la superficie externa del hematle 
(H(M) la mayor concentracién del sustrato en los centres activos de la 
enzima podrla explicarse por una gran eficiencia en la formacién del 
complejo enzima-sustrato con el consiguiente mayor aporte difusional 
del sustrato desde el seno de la solucién a la inmediata vecindad de 
la enzima, y que, por su tamado molecular encontrarâ dif icultades pa 
ra atravesar la cubierta del hematle transformado, que estâ haciendo 
de soporte para la * -amilasa, y pasar al interior.
Las menores diferencias encontradas para las constantes de Micha_e 
lis-Menten de los pares respectives, amilasa soluble—HGMA y ureasa sjo 
luble-HGMU, podrian ser debidas mâs a la diferente naturaleza de los 
sustratos, almidén y urea, muy especialmente a su tamano molecular, 
que a una diferencia de comportamiento de los sistemas HGMA y H®1U, 
para los que se vislumbra un mismo mecanismo de enlace enzima-soporte
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por Intermedio de la lectina, mecanismo que pudiera ser general para 
toda la sustancias proteicas, glicoproteicas 6 lipoproteicas, con afi 
nidades distintas de acuerdo con sus respectivos grupos receptores, 
Esto debe de ser motivo de estudio para su comprobacién,
Con los ensayos efectuados con la pepsina hemos venido a demos- 
trar que la inmovilizacién de la misma por intermedio del extracto de 
myrtus es posible, ya que existe interaccién con formacién de un prje 
cipitado, que conserva una actividad enzimâtica bastante manifiesta, 
es decir, que la insolubilizacién no inactiva a la enzima.
La dificultad se présenta a la hora de utilizar el soporte H®1 
que se dégrada por la propia enzima que se inmoviliza.
De cuàlquier forma, se ha podido comprobar que el simple sistema 
PM puede considerarse, en principio, como un sistema inmovilizado, con 
todas las caracterfsticas de los«mismos, ligeramente menos estabie que 
los sistemas HGMU y HGMA, y que en su comparacién con la pepsina en 
solucién se podrla destacar su, al parecer, mayor termoestabilidad. Es 
évidente que se hace precise el continuar la busqueda de nuevos sopor^  
tes para la fijacién de las lectinas del Myrtus que no se vean afect^ 
dos por las enzimas proteollticas.
C O N C L U S I O N E S
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1) La lectina del Myrtus Communis es capaz de interaccionar con 
enzimas en solucién, bien formando precipitados (pepsina) é uniéndose 
al sistema HGM ( a -amilasa, ureasa).
2) El estudio del efecto que tiene sobre el sistema HGM la ac­
cién de soluciones de diferente pH y distintas temperaturas nos ha mos 
trado la viabilidad de dicho sistema como soporte vâlido para la in­
movilizacién de enzimas no proteolfticos.
3) La inmovilizacién de las enzimas a -amilasa y ureasa al sis­
tema H(M es un proceso pH dependiente, observSndose un mâximo de in­
movilizacién de la primera a un pHSyde la segunda a un pH 6 ,
4) Las enzimas inmovili zadas en el sistema HGM é formando un pr_e 
cipitado conservan, aunque decrecida, su accién biocatalizadora.
s) El proceso de inmovilizacién de las enzimas lleva consigo los 
efectos sigUientes en relacién actividad-pH del sustrato.
a) Para el sistema HGMU salto de la actividad mâxima a pH 7 
frente a pH 9 de la ureasa en solucién.
b) Para el sistema HGMA, no hay cambios para el pH de mâxima 
actividad 5'7, pero si menores descensos de actividad entre los pH S 
y 8 .
c) En el sistema FM no hay cambio en el pH de mâxima activi­
dad pero en este caso, el sistema PM muestran mayores descensos en
la actividad respecto a la peptina en solucién, a medida que se aumenta 
el pH desde 2, que es el de mâxima actividad.
6) Los cambios que se producen en la relacién actividad^tempera- 
tura de incubacién como consecuencia de la inmovilizacién, apuntan 
una mayor termoestabilidad con valores de actividad mâs uniformes pa 
ra el intervalo de temperatura estudiado.
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7) La liofilizacién de los sistemas inmovilizados y sus aImace— 
namientos a baja temperatura, son condiciones que favorecen la esta— 
bilidad de los enzimas, como lo demuestran las actividades residuales 
después de treinta dias en dichas condiciones: Sistema H (MU 56*4% del 
inicial, sistema H(MA en presencia de CaCl2 0 *05 M 8 l'l% (a los vein- 
tidos dias) .
8) La respuesta a las acciones sucesivas de los correspondientes 
sustratos, en los très sistemas, résulta ser mâs é menos parecida ya 
que en todas la actividad va decreciendo segiln va pasando el sustrato, 
El sistema mâs estable al paso de sustratos era el sistema H(MU, La 
adicién de CaCl2 a la solucién sustrato del sistema H (MA influye muy 
positivamente en la estabilidad de éste,
9) Se ha demostrado una mayor afinidad aparente de los respecto- 
vos sustratos por las enzimas inmovilizadas segun se desprende de las 
representaciones grâficas de Lineweaver-Burk, lo que apunta por una 
localizacién superficial de las enzimas sobre el soporte, sin ningun 
tipo de restriccién difusional,
10)El soporte no puede ser utilizado para la inmovilizacién de 
enzimas proteollticas del tipo de la pepsina, ya que se produce una 
auto-digestién de dicho soporte.
B I B L I O G R A F I A
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